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AA       amino acid(s) 
AC      adenylyl cyclase 
aq.       aqueous 
Bmax      maximum number of binding sites 
Boc      tert‐ butoxycarbonyl 
Bq      Becquerel 
bs       broad singulet 
BSA       bovine serum albumin 
c      concentration 
[Ca2+]i       intracellular calcium ion concentration 
cAMP      cyclic 3’, 5’‐ adenosine‐monophosphate 
CDI       carbonyldiimidazole 
CH2Cl2      methylene chloride 
CHCl3 (d)    chloroform (d =deuterated) 
Ci       curie 
CI       chemical ionization 
CNS      central nervous system 
COSY       correlated spectroscopy 
d       doublet or day (s) 
DAG      diacylglycerol 
δ      chemical shift 
DCC       N,N’‐dicyclohexylcarbodiimide 
decomp.     decomposition 
CDCl3       deuterated chloroform 
DMEM      Dulbecco’s modified eagle medium  
DMF       N,N‐dimethylformamide 




EtOAc       ethyl acetate 
EI       electron impact ionization 




eq       equivalent(s) 
ES      electronspray ionization 
EtOH      ethanol 
FAB       fast atom bombardment 
FBS (=FCS)    fetal bovine serum 
Fl‐1, Fl‐2, Fl‐3, Fl‐4  fluorescence channels (Flow cytometer) 
FLAG      octapeptide epitope for the labelling of proteins   
FRET       fluorescence resonance energy transfer 
GDP      guanosine diphosphate 
GTP      guanosine triphosphate 
GPCR       G‐protein coupled receptor 
gp      guinea pig 
gpH2R      guinea pig H2 receptor 
h       hour(s) 
HEK293 cells    human embryonic kidney cells 
HMBC      heteronuclear multiple bond correlation 
HRMS       high resolution mass spectrometry 
HR      histamine receptor 
hHxR      human histamine Hx receptor (x= 1,2,3,4) 
hH2R‐GsαS    fusion protein of the hH2R and short splice varian of Gs 
hH4R‐RGS19    fusion protein of the hH4R and RGS19 
His6      hexahistidine tag for labelling and purification of proteins 
HPLC      high performance (pressure) liquid chromatography 
HSQC       heteronuclear single quantum coherence 
IC50   antagonist concentration causing 50 % inhibition  
IP3      inositol‐1,4,5‐trisphosphate 
IR      infrared spectroscopy 
nJ       coupling constant for geminal (n = 2), vicinal (n = 3), etc. coupling 
k       retention (capacity) factor 
Kb’      dissociation constant derived from a functional assay 
KD   dissociation constant derived from a saturation binding experiment 
Ki       dissociation constant derived from a competition binding assay 
L15      Leibovitz medium without phenol red 
kob      observed/macroscopic association rate constant 
koff      dissociation rate constant 
XII     
kon      association rate constant 
logP      logarithm of the n‐octanol/water partition coefficient 
LSI      liquid secondary ion 
m       multiplet 
M       molar (mol/L) 
MAPK      mitogen‐ activated protein kinase 
MeCN      acetonitrile 
MeOH      methanol 
MeOH‐d4     per‐deuterated methanol 
mol      mole (s) 
mp       melting point 
mRNA       messenger RNA 
NEt3      triethylamine 
NHS      N‐hydroxysuccinimide 
PBS      phosphate buffered saline 
PFA      paraformaldehyde 
PE      petroleum ether 
PEI      polyethyleneimine 
PET      positron emission tomography 
Pi       inorganic phosphate 
PIP2      phopshatidylinositol‐4,5‐bisphosphate 
PKA      protein kinase A 
PKC      protein kinase C 
Ph      phenyl 
ppm      parts per million 
q      quaternary C‐atom 
qua      quartet 
qui      quintet 
qs5‐HA     chimeric Gαq proteins which incorporate a HA epitope 
RP      reversed‐phase 
r2      coefficient of determination 
rt      room temperature 
R      inactive state of a GPCR 
R*      active state of a GPCR 
RGS      regulator of G‐protein signalling 




s       (1) singulet, (2) second(s) 
S.E.M.      standard error of the mean 
Sf9      Spodoptera frugiperda insect cell line 
t      (1) time, (2) triplet 
t0       dead time  
TFA      trifluoroacetic acid 
THF      tetrahydrofurane 
TLC      thin layer chromatography 
TM      transmembrane  
tR      retention time 
Tris      tris (hydroxymethyl) aminoethane 





























nals  like pheromones,  fragrances or  flavors. The  residual  receptors are addressed by endoge‐
nous  ligands  like  peptides,  lipids,  neurotransmitters  or  nucleotides.  Endogenous  ligands  have 
been identified for more than 200 of the GPCRs. “Orphan” receptors within the GPCRs are those 
of which the endogenous ligand is not known yet. GPCRs influence a lot of important physiologi‐
cal processes, and are  involved  in a variety of diseases,  including asthma,  inflammation, pain, 
obesity,  cancer  and  cardiovascular, metabolic,  gastrointestinal  and  CNS  diseases.  This makes 
GPCRs the main class of therapeutic targets, addressed by about 30 % of the currently marketed 
drugs2‐3. GPCRs  are  characterized  by  seven  α‐helical  transmembrane  (TM)  domains  linked  by 
three alternating intracellular and extracellular loops, with an intracellular carboxy terminus and 
an extracellular amino terminus. Additionally, upon extracellular  ligand binding they can trans‐
duce  the  signal  from  the extracellular  side  into  the cell via  interaction with G‐proteins4. How‐
ever, G‐protein independent pathways are possible. Therefore, the term seven transmembrane 
(7TM) receptors seem more appropriate. GPCRs can be divided in five main families termed glu‐
tamate,  rhodopsin,  adhesion,  frizzled/taste2  and  secretin.  The  rhodopsin‐like  family,  also  re‐
ferred  to  as  class A GPCRs,  constitutes  the  largest  family,  containing  receptors  for  odorants, 
small molecules like biogenic amines, peptides and glycoprotein hormones.  
The  first  insight  into  the  three dimensional architecture of GPCRs was provided by  the crystal 
structure of bovine rhodopsin in 20005‐6. Further structures have been resolved recently, such as 
the  human  β2‐adrenoceptor6‐7  the  turkey  β1‐adrenergic  receptor8,  the  human  adenosine  2A 
receptor9 and opsin10‐11. Except for the opsin structure, all these structures represent the recep‐










to  the Gα‐subunit  in  the  inactive  state,  is  released,  resulting  in  the  ternary  complex  “ligand + 
receptor + G‐protein”. The  ternary complex  is characterized  through high affinity  for agonists. 
Binding of GTP disrupts this complex. This exchange of GDP by GTP promotes the dissociation of 
the Gα‐subunit from the Gβγ‐ heterodimer and the receptor. Subsequently, effector proteins are 
activated or  inhibited by  these G‐protein subunits,  for  instance, enzymes or  ion channels. The 
intrinsic GTPase activity of  the Gα‐subunit  leads  to  conversion of GTP  to GDP and Pi. The Gα‐
induced signal transduction is terminated and the subunits reassociate allowing new cycles 12‐13. 
The hydrolysis of GTP is accelerated by regulators of G‐protein signalling, for example RGS pro‐










proteins  stimulate  phospholipase  Cβ  (PLCβ),  catalyzing  the  cleavage  of  phosphatidylinositol‐
bisphosphate  to diacylglycerol  (DAG) and  inositol‐1,4,5‐trisphosphate  (IP3). Elevated  IP3  levels 
















shift the equilibrium to the  inactive state. Both effects  lead to changes  in the basal acitivity of 
the receptor. In conclusion, partial agonists/partial inverse agonists only partially bind and stabi‐
lize  the  respective  receptor  state. According  to  this model neutral  (silent)  antagonists do not 























It  is widely accepted  that GPCRs not only exist as monomers, but can  form dimers, oligomers 
and heteromers 25‐26. They are suggested to interact via their extracellular loops, transmembrane 
helices and  intracellular  loops,  to  form covalent and noncovalent  interactions. As a result, e.g. 
for dimers, two binding domains can be created upon a mutual exchange of the transmembrane 
6  Chapter 1   
domains  from both  receptors  (“domain swapped  receptors”27‐28). Although no clear consensus 
exists about the role of receptor dimerization, potential roles in receptor transport to the mem‐
brane,  signal  transduction  and  internalization  are proposed26.  For heterodimers,  for example, 
cross  talk and mutual  regulations between  specific  receptor  subtypes are assumed, as well as 
possible alterations in receptor pharmacology25. Several techniques are used to investigate puta‐
tive  receptor dimers and oligomers  (see  chapter 4). One approach  is  the  creation of bivalent 






Vogt  and  isolated  from  ergot  in  1910  by  Sir 
Henry Dale29 and his colleagues, who  investi‐
gated its biological activity for the first time30. 
Histamine  has  two  basic  centers,  with  the 
strongly  basic  primary  amino  group  in  the 
side  chain  (pKa  =9.4)  and  the  imidazole  ring 
with  lower basicity  (pKa = 5.8). At physiologi‐
cal pH the monocation dominates31, the tautomeric forms32 of which are depicted in Figure 1.3.  






















reactions, where histamine release  leads  to vasodilatation, smooth muscle contraction and  in‐
creases  in vascular permeability38. Histamine can also be released from these cells through de‐












The  first compounds acting as antihistamines were developed  in  the 1930s by Bovet & Staub, 
counteracting  some  pathophysiological  actions  of  histamine  on  vascular  dilation  and  smooth 
muscle contraction during anaphylactic responses. In the following many substances with similar 
effects were  identified  leading to the discovery of the now called “classical antihistamines”,  in‐
cluding mepyramine  (Neoantergan™), diphenhydramine  (Benadryl™), chlorpheniramine or pro‐
methazine30, 42. These histamine  receptors were  referred  to as H1‐receptors43 and  the “antihis‐
tamines” were classified as H1 receptor antagonists as a consequence of the discovery of an ad‐
ditional  histamine  receptor  subtype  (H2R)  in  the  1960s.  The hH1R,  first  cloned  in  199344,  is  a 
GPCR preferentially  coupling  to Gq/11 proteins45. Histamine  stimulates phospholipase C, mainly 
leading to inositol trisphosphate accumulation and intracellular calcium mobilization36. Addition‐
ally, activation of  (recombinant) H1R can  lead to an  increase  in  intracellular cAMP  levels46. The 
H1R is present in many tissues, e.g. in airway smooth muscle cells, in the cardiovascular system, 
blood vessels,  in the mammalian brain,  lymphocytes or the gastrointestinal tract36, 45. Upon re‐





sedating effects, due  to  their ability  in crossing  the blood brain barrier. Newer 2nd generation 
antagonists,  such as  cetirizine, or  loratadine, are more hydrophilic  compounds and  lack  these 
side effects36. They are successfully applied for diseases  like allergic rhinitis, whereas the more 
lipophilic ones are used as mild sleeping pills or against travel sickness. H1R agonists are mainly 





used  as  pharmacological  tools  are  small molecules  like  histamine  (non‐selective),  2‐methyl‐













the  treatment of duodenal ulcer, cimetidine  (Tagamet®). Cimetidine and  the subsequently dis‐
covered “H2 blockers”, e.g. ranitidine (Zantic®) and famotidine (Pepdul®), became for some dec‐
ades blockbuster drugs  in  the  treatment of gastric and duodenal ulcers  (for  reviews see  30, 36). 







proteins,  resulting  in  increases of  the  intracellular calcium  levels was  reported46, 54. Expression 
levels of the H2R are high in gastric parietal cells55, in the heart56, neurons40, vascular, airway and 
uterine  smooth muscle  cells57  and  immune  cells38. An  important  physiological  function  is  the 
control of gastric acid secretion from parietal cells50. Other functions are positive chronotropic 
and  inotropic  response  upon  stimulation  of  cardiac H2Rs50  and  smooth muscle  relaxation  for 
example in blood vessels. Additionally the H2R has certain effects on immune cells, such as mod‐











suggested  to bind  in  its Nτ‐tautomeric  form  to  the  receptor  to amino acids  in  the  transmem‐
brane domains TM3 and TM5. The primary amino group  (protonated)  interacts with  the  con‐
served Asp‐98 in TM3. The imidazole Nπ –H can form a hydrogen bond with Asp‐186 in TM5 and 
the second imidazole nitrogen (Nτ)interacts with Tyr‐182 in TM562‐63. Alternatively, Thr‐190 may 
participate  in binding  instead of Tyr‐18264. Among  the H2R agonists are amine‐type and guani‐
dine‐type  agonists,  such  as  amthamine, dimaprit65‐66,  impromidine or  arpromidine  and  analo‐
gues 67‐68. Arpromidine shows up to 400 times the potency of histamine at the gpH2R. Pharmaco‐
kinetic limitations of the guanidine type agonists due to the strongly basic guanidine moiety, like 




















lease  in  rat cerebral cortical  slices,  indicating  the existence of a  third histamine  receptor  (H3). 
Subsequently, the discovery of (R)‐α‐methylhistamine, acting as agonist and thioperamide, act‐










and GABA30, 40, 75. Histaminergic  neurons  are  present  in  the  tuberomammilary  nucleus  of  the 
hypothalamus  projecting  to  different  brain  areas76.  The majority  of H3Rs  is  expressed  in  the 
brain,  for example  in  the cerebral cortex, hippocampus, amygdala,  striatum, hypothalamus or 
the nucleus accumbens. It is supposed to be involved in sleep and wakefulness, energy homeos‐
tasis  and  cognitive  processes.  Therefore  potential  therapeutic  applications  are  thought  to  be 
sleep  and wake disorders77  (e.g. narcolepsy),  cognitive disorders78  (e.  g. Alzheimer’s disease), 
schizophrenia79, pain or obesity80. The H3R  couples  to Gi/o proteins. Thus,  cAMP  levels are  lo‐
wered and downstream effects  like modulation of gene  transcription via  the  cAMP‐response‐
element binding protein  (CREB) are reduced. Additionally pathways, such as mitogen activated 
kinase  (MAPK) and phosphatidylinositol 3‐kinase pathways  (PI3K) are  influenced. Activation of 
phospholipase A2 (PLA2), which leads to arachidonic acid release, as well as inhibitory effects on 
the Na+/H+ exchanger and lowering of intracellular calcium levels can result from H3R activation 









agonist. Prominent partial agonists are proxyfan or  cipralisant  (GT‐2331). Due  to  the high  se‐
quence homology of  the  receptors many H3R  ligands  are  also  active  at  the H4R.  For example 
thioperamide, originally identified as selective H3R antagonist has similar affinity for the H4R. As 
the H3R  is constitutively active76, 81, thioperamide and other H3R  ligands were reclassified as  in‐
verse agonists.  In the  last decade several HR subtype selective non–imidazole compounds  (an‐
tagonists and inverse agonists) were developed, for instance, JNJ520785282, BF2.649, ABT‐23983‐





receptor  interactions different putative binding modes are  suggested  in  literature. Yao et al.94 
and Rai et al.95 agree  in  the  interaction of  the protonated  imidazole group  (e.g.  in  ciproxifan) 



















ly,  is  low. Since  its discovery the H4R has attracted attention as a potential drug target and nu‐










ly  those  comprising  imidazole 




H4R,  as well  as  the prominent 
inverse  agonist  thioperamide, 
which  behaves  as  a  potent 
inverse agonist at the H4R. The 
first  selective  agonist  was 





the  treatment  of  inflammatory  diseases.  As  first  selective  antagonist  the  indolylpiperazine 
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ful  tools  in  flow  cytometry  to determine binding affinities of new  ligands at NPY  receptors1‐4. 




tive  alternatives  to  conventional methods  such  as  radioligand binding  studies.  Therefore,  the 
feasibility of this approach to aminergic GPCRs such as histamine receptors has been explored. 










GPCRs.  In addition, the preparation of “bivalent antagonists” and radioligands  is taken  into ac‐
count.  
Fluorescent H2R antagonists: For the synthesis of H2R antagonists, potentidine and related core 
structures  (e.g.  cyanoguanidines7‐8,  squaramides9)  were  considered most  promising,  as  such 
piperidinomethylphenoxyalkylamine derivates are known to tolerate a broad variety of modifi‐
cations.6,  8,  10  In  addition  to  cyanoguanidines,  squaramides  were  selected  as  so‐called  “urea 





nal  amino  groups,  had  to  be  introduced  and modified  in  the  “eastern  part”  of  the molecule 
Scheme 2.1).  
Taking possible differences in histamine receptor selectivity of different types of H2R antagonists 















(piperidin‐1‐ylmethyl)phenoxy]propan‐1‐aminederivatives14  related  to  JNJ  5207852  as  a  core 
structure (Scheme 2.1). 
Bivalent ligands: By analogy with the application of the bivalent ligand approach to other GPCR 
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turally  diverse  highly  active  H2R  antagonists  are  known,  e.  g.  iodoaminopotentidine3, 
BMY253684,  lamtidine5 and tiotidine6, and several of these compounds are used as pharmacol‐
ogical tools, for instance, to characterize H2Rs and their ligands in functional studies, and, using 













spacer  to  a  “urea  equivalent”,  is  important  for  receptor  binding. Obviously,  additional  polar 

































an excess of acrylonitrile  in  the presence of catalytic amounts of Triton B  (Benzyltrimethylam‐
monium hydroxide) leading to the nitrile 3.3. The nitrile was dissolved in diethyl ether and was 
precipitated as hydrochloride with 5N‐6N HCl  in  isopropanol. Reduction of  the nitrile was ac‐
complished with lithium aluminium hydride in diethyl ether. Compound 3.4 served as key inter‐























for  the  amino  group  of  ω‐aminoalkanoic  acids  as  described  previously12.  The  ω‐
phthalimidoalkanoic  acids were  obtained  from  the  ω‐aminoalkanoic  acids  (3.17  or  3.18)  and 

























Compd  3.5  3.6  3.7 3.8  3.21  3.22














cilitated  by  delocalisation  of  the  nitrogen  lone  pair  through  the  partially  aromatic  cyclobu‐
tenedione  system.  These  zwitterionic  structures  are  often  regarded  as  a  mimic  of  an  α‐






































and  3.6.  For  pharmacological  investigations  a  small  amount  of  the  product was  purified  by 






























assay  on  Sf9  cell membranes  expressing  gpH2R‐GsαS  and  hH2R‐GsαS  fusion  proteins.9  All  com‐
pounds exerted moderate to negligible  inverse agonism (Emax= ‐0.2 to ‐0.03, see Table 3.1) and 












bination  of  the  piperidinylmethylphenoxy  moiety  with  a  squaramide  moiety  and  additional 
modifications at the eastern part of the molecule (3.9 ‐ 3.15) resulted in a tremendous increase 
in H2R activity compared to the above mentioned ligands. The activities of these H2R antagonists 
were  in  the  same  range  as  that  of  the  structurally  related  N‐monosubstituted  squaramide 
BMY253634 (Kb gp atrium: 13 nM). The Kb‐values (1 to 200 nM) increased with the chain length 







  Kb’  [nM]  Kb’ [nM]  Emax 
Histamine   EC50 850 ±340b  EC50 990 ± 92b  1.00 
Cimetidine  1300 ± 270 b  1700 ±430 b  ‐0.03 ± 0.02 b 
Famotidine  38 ± 3 b  48 ± 10b  ‐0.09 ±0.08 b 
Aminopotentidine  260 ± 43 b  180 ±12b   ‐0.27 ±0.06 b 
Iodoaminopotentidine  26 ± 4 b  35 ±7 b  ‐0.1 ±0.01 b 
Tiotidine  50 (30‐90) c  60 (30‐130)c  ‐0.04 ±0.09 c 
3.5  n.d.  979 ±285  ‐0.16 ±0.17 
3.6  n.d.  592 ±63  ‐0‐06 ±0.00 
3.7  n.d.  1567 ±284  ‐0.14 ± 0.00 
3.8  3858  5157 ±30  ‐0.12 ±0.12 
3.9  87 ±16.6  211 ±11  0.18±0.07 
3.10  21 ±3.41  75 ±9.5  ‐0.17 ±0.07 
3.11  8.6  39 ±18.5  ‐0.2 ±0.03 
3.12  0.36  13 ±9.4  ‐0.2 ±0.06 
3.13  3.3 ±1.0  18 ±2.2.  ‐0.19 ±0.08 
3.14  0.2 ±0.1  1.3 ±0.1  ‐0.21 ± 0.03 
3.15  0.78 ± 0.3  4.5 ±0.8  ‐0.19 ± 0.00 
3.16  n.d.  >1000  ‐0.11 ± 0.02 
3.24  n.d.  605 ±48  ‐0.09 











cyanoguanidine  3.5  is  known  from  literature  to  have  comparable  activities  at  the  guinea  pig 
atrium3, 10 and  in GTPase assays with an average pA2 value 6. Compound 3.9 behaved as H2R 
antagonist at the guinea pig atrium with a pA2 value of 7.4 (Kb: 42 nM, Table 3.2) corresponding 
to GTPase data. For  ligand 3.13 Kb’‐values  in the  low nanomolar range were determined  in the 
GTPase assay, whereas the H2R antagonistic activity was about 10‐fold  lower at the guinea pig 








    gpH2R     
Compd.  c [nM]  pA2b  KB[nM]  na 
3.9  1000  7.4  42  4 
3.13  100/300/1000  7.4 ±0.1  39  9 
BMY25363      13c   













gation  at  the H4  receptor  in  the GTPase  assay  (Sf9  cell membranes  expressing hH4R‐RGS19  + 











hH2R  into account  (Table 3.1)  the histamine  receptor  subtype  selectivity of  these  compounds 
was  low. Only 3.28 with Kb’  > 10 µM showed a slight preference  for  the H2R over  the H3R. Ex‐
perimental  data  for  the  cyanoguanidines  (3.5  and  3.6)  and  for  compound  3.16  unexpectedly 
revealed higher activities at  the H3‐receptor  than at  the H2‐receptor.  In  the squaramide  series 
H2R selectivity could not be achieved at all. All compounds of this series inhibited H3R‐stimulated 
GTP hydrolysis  in  the nanomolar  range  (120‐1000 nM).  Increasing  the  chain  length of  the  al‐
kanediyl spacer resulted in a preference for H2R over the H3R (Table 3.3). From 2 to 8 methylene 




















Compd.  Kb’ (EC50) [nM]  Emax  Ki  (KD) [nM] 
[3H]NAMH  ‐  ‐  (5.1)d 
Histamine  (25 ± 3)c  1.00  n.d 
Thioperamide  97 ± 18  ‐0.66 ± 0.1  n.d 
JNJ5207852  4.3 ± 0.6  ‐0.88 ±0.12  n.d. 
3.5  273 ± 129  ‐0‐81 ±0..0  217 ±21 
3.6  263.9 ±34  ‐0.81 ±0.01  n.d 
3.7  n.d.  n.d.   n.d 
3.8  1179 ±786  ‐0.85 ±0.05  n.d 
3.9  300 ±187  ‐0.82 ±0.07  n.d 
3.10  159 ±31  ‐0.72 ±0.06  n.d 
3.11  214 ±44  ‐0.73 ±0.09  886 ±204 
3.12  122±10  ‐0.61 ±0.05  811 ±264 
3.13  590 ±407  ‐0.61 ± 0.05  665 ±155 
3.14  > 500  ‐0.56  n.d 
3.15  972 ±295  ‐0.52  n.d 
3.16  434 ±92  n.d.  n.d 
3.24  >1000  ‐0.85±0.08  n.d 
3.28  >10000  0.09  >4000 











The  introduction of alkanediyl spacers of different chain  length  is  tolerated  in compounds de‐
rived  from potentidine  such as  the known compounds 3.5 and 3.6, but  selectivity  for  the H2R 
over the hH3R was relatively  low. Functional activities at the H3R were  in the same range as at 
the H2R. In case of compound 3.6 even higher antagonistic activity at the H3R compared to the 
H2R  was  detected.  H3R  antagonistic  activity  was  also  determined  for  iodoaminopotentidine, 
when the compound was investigated on the electrically stimulated guinea pig ileum24. Variation 











In  the  squaramide  series  considerable  improvement  in  H2R  activity  (Kb’  =  1  ‐  200  nM)  was 














cific conformations of orthologous  receptors,  too, however  there  is no proof so  far. The com‐
pounds 3.9 and 3.13 showed H2R antagonistic activity in the low nanomolar range at the guinea 
pig atrium, a standard model  for  the  investigation of H2R, which proved  to be predictive with 


























piperidinomethylphenoxyalkylamines  were  succesful,  providing  potent  antagonists.  Kb’‐values 
between one and 1000 nM and high selectivity versus the H1R and H4R were achieved. H2R an‐
tagonistic activity and selectivity over the H3R could be  improved for squaramide  ligands by  in‐












F254,  thickness 0.2 mm) and  the compounds were detected by UV  light  (254 nm). All melting 
points were determined with a Büchi 530 melting point apparatus and are uncorrected.  
NMR spectra were measured on an Avance 300  (1H: 300 MHz,  13C: 75.5 MHz), an Avance 600 
Kryo  (1H: 600 MHz, 13C: 150.9 MHz) and an Avance 400  (1H: 400 MHz,  13C: 100.6 MHz, Bruker, 
Karlsruhe, Germany) with tetramethylsilan (TMS) as external standard. Chemical shifts are given 
in  δ  (ppm)  relative  to external  standards. The multiplicity of carbon atoms  (13C‐NMR) was de‐
termined by DEPT 135 and DEPT 65  (distortionless enhancement by polarization  transfer). For 
selected  substances 2D‐NMR  techniques  (COSY, HSQC, HMBC, NOESY) were used  to assign  1H 
and 13C chemical shifts.  
Mass spectrometry (MS) was performed on a Finnigan ThermoQuest TSQ 7000 (ES‐MS), a Finni‐





















































































2.41  (s, 4H, C2,6‐H Pip), 3.31  (s, 2H, Pip‐CH2) 6.62  (dd, 1H, C6‐H Phenoxy), 6.67  (s, 1‐H, C2‐H 


















temperature  (rt.)  the  organic  solvent was  removed  under  reduced  pressure.  The  oil was  dis‐
solved in diethyl ether (150 ml), washed with 40 ml of a 5 % sodium hydroxide solution (3 times) 
and subsequently with 40 ml water (3 times). The organic phase was dried over sodium sulphate 
before  the product was precipitated as HCl  salt with 5  ‐ 6 M HCl  in 2‐propanol. The  resulting 






H  phenoxy)  7.41  (s,  1H,  C2‐H  phenoxy),  11.03  (s,  1H, NH);  13C‐NMR  (75.5 MHz, DMSO‐d6):  δ 
(ppm) 17.8 (‐OCH2CH2CN), 21.36 (C4‐Pip), 21.89 (2C, C3,5 Pip), 51.42 (2C, C2,6 Pip), 58.52 (Pip‐
CH2),  62.69  (‐OCH2CH2CN),  115.54  (C6  phenoxy),  117.2  (C2  phenoxy),  118.79  (q),  124.01  (C4 












1H‐NMR  (300 MHz, CDCl3): δ  (ppm) 1.41‐1.43  (m, 2H, C4‐H Pip), 1.53‐1.60  (m, 4H, C3,5‐H Pip), 











3‐[3‐(Piperidin‐1‐ylmethyl)phenoxy]propan‐1‐amine,  3.4  (1  eq)  and  diphenyl  cyanocarbonimi‐
date (1 eq) were dissolved in methanol (40 ‐50 ml) and stirred at rt for 5 h to prepare the inter‐
mediate  phenyl  N'‐cyano‐N‐{3‐[3‐(piperidin‐1‐ylmethyl)phenoxy]propyl}  carbamimidate.  The 
respective diamine, dissolved  in 10‐ 15 ml methanol, was added and  the  solution was  stirred 
overnight at rt. The organic solvent was evaporated under reduced pressure and the residue was 
dissolved in CH2Cl2 (60‐ 80 ml). The solution was washed with water (2 times, 20 ml) and subse‐











d4):  δ  (ppm)  1.45‐1.46  (m, 2H, C4‐H Pip), 1.55‐1.62  (m, 4H, C3,5‐H Pip), 2.00‐2.08  (qui,  2H,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 2.41  (m, 4H, C2,6‐H Pip), 2.74  (t, 2H, 3J= 6.3 Hz, CH2), 3.24  (t, 2H,  3J= 6.3 Hz, 
CH2), 3.42 (t, 2H, 3J=6.7 Hz, ‐ CH2), 3.45 (s, 2H, PipCH2), 4.05 (t, 2H, 3J=5.9 Hz, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 
6.85‐6.90 (m, 2H, C6‐H phenoxy), 6.94‐6.95 (m, 1H, C2, 4‐H phenoxy,), 7.21 (t, 1H, 3J=7.8 Hz, C5‐
H phenoxy);  13C‐NMR  (75.5 MHz, methanol‐d4):  δ  (ppm)  25.23  (C4  Pip),  26.52  (2C, C3,5  Pip), 




114.65  (C6  phenoxy),  116.94  (C2  phenoxy),  120.05  (q,  ‐CN)  123.49  (C4  phenoxy),  130.3  (C5 
phenoxy), 139.96 (q, C3 phenoxy), 160.3 (q, C1 phenoxy), 161.67 (q); IR: 3265, 2931, 2163 (CN), 









(ppm) 1.22  (m, 4H), 1.31‐1.43  (m, 6H), 1.45‐1.48  (m, 5H), 1.87‐1.92  (m, 2H,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 
2.28  (m, 4H, C2,6‐H Pip), 2.5  (‐NH‐CH2(CH2)4CH2NH2), 3.06‐3.07  (m, 2H,  ‐NH‐CH2(CH2)4CH2NH2), 
3.25‐3.26 (m, 2H, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 3.36 (s, 2H, PipCH2), 3.95 (t, 2H, 3J=6.1 Hz ‐OCH2CH2CH2NH‐
), 6.24 (s, 1H, NH), 6.77‐6.78 (m, 1H, C6 –H phenoxy), 6.84 (s, 1H, C2 –H phenoxy), 6.94‐6.99 (m, 
1H  C4‐H  phenoxy),  7.19  (t,  1H,  3J=8  Hz,  C5‐H  phenoxy); 13C‐NMR  (150.95 MHz,  DMSO‐d4):  δ 
(ppm) 24.00  (C4 Pip), 25.59  (2C, C3,5 Pip), 26.07  (C hexyl), 28.73  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 28.97  (C 
hexyl), 32.79 (C hexyl), 38.29 (‐OCH2CH2CH2NH‐), 40.04 (C hexyl), 41.03 (C hexyl), 41.34 (C hexyl), 
53.89 (2C, C2,6 Pip), 62.79  (Pip‐CH2), 65.00 (C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 112.65 (C6 phenoxy), 114.60 
(C2  phenoxy),  118.17  (q,  CN),  120.91  (C4  phenoxy),  129.04  (C5  phenoxy),  140.29  (q,  C3 
phenoxy), 158.45  (q, C1 phenoxy), 159.28  (q,  );  IR: 3265, 2930, 2162  (CN), 1580, 1443, 1341, 
















1H,  NH);  13C‐NMR  (75.5 MHz,  CDCl3):  δ  (ppm)  24.36  (C4  Pip),  25.97  (2C,  C3/5‐Pip),  29.08  (‐
OCH2CH2CH2NH‐),  36.92,  44.92,  44.82,  54.53  (2C,  C2,6‐Pip),  63.78  (Pip‐CH2),  66.22  (‐
OCH2CH2CH2NH‐), 112.83, (C6 phenoxy), 115.12 (C2 phenoxy), 121.77 (C4 phenoxy), 129.07 (C5 














PipCH2), 4.00‐4.04  (m, 2H,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 6.74‐6.78  (m, 1H, C6 –H phenoxy), 6.87‐6.93  (m, 























3J = 7.1 Hz,  ‐OCH2CH3), 6.05  (bs, 0.2 H, NH), 6.74‐6.77  (m, 1H, C6‐H phenoxy), 6.79  (bs, 0.7 H, 
NH), 6.89‐6.91 (m, 2H, C2,4‐H phenoxy), 7.2 (t, 1H, 3J = 7.8 Hz, C5‐H phenoxy); 13C‐NMR (100.6 
MHz,  CDCl3):  δ  (ppm)  15.77  (‐OCH2CH3),  24.29  (C4‐Pip),  25.87  (2C,  C3/5‐Pip),  30.00  (‐
OCH2CH2CH2NH‐),  42.43  (OCH2CH2CH2NH‐),  54.49  (2C,  C2/6‐Pip),  63.66  (Pip‐CH2),  64.93  (‐



















































13C  (150.95  MHz,  methanol‐d4):  δ  (ppm)  25.09  (C4  Pip),  26.38  (2C,  C3,5‐Pip),  31.84  (C  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 42.49 (C ‐OCH2CH2CH2NH‐), 43.36 (C ‐NHCH2CH2NH2) 47.36 (C ‐NHCH2CH2NH2) 















(ppm)  1.46‐2.01  (m,  8H,  C3,4,5‐H  Pip,  ‐NHCH2CH2CH2NH2),  2.1  (qui,  2H,  3J=6.3  Hz,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 2.9‐3.03  (m, 4H, C2/C6‐H Pip, CH2  ), 3.46  (m, 2H, C2/C6‐H Pip  ), 3.68  (t, 2H, 
3J=6.6 Hz, CH2), 3.84 (m, 2H, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.12 (t, 2H, 3J=5.9 Hz, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.23 (s, 
2H, PipCH2), 7.02‐7.06  (m, 3H, C2,4,6 –H phenoxy), 7.37  (t, 1H,  3J=7.8 Hz, C5‐H phenoxy);  13C‐
NMR (75.5 MHz, methanol‐d4): δ (ppm) 22.76 (C4 Pip), 24.14 (2C, C3,5 Pip), 30.41 (C CH2), 31.65 
(C, CH2), 37.9 (C, CH2), 41.89 (C CH2), 42.5 (C CH2), 54.09 (2C, C2,6‐Pip), 61.73 (Pip‐CH2), 66.21 (C ‐





















29.17  ,  (C‐butyl), 31.68  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 40.16,  (C‐butyl), 42.47  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 44.29  (‐
NH‐CH2(CH2)2CH2NH2),  54.09  (2C,  C2,6‐Pip),  61.72  (Pip‐CH2),  66.24  (‐OCH2CH2CH2NH‐),  117.15, 
(C6 phenoxy), 118.45  (C2 Phenoxy), 124.46  (C4 phenoxy), 131.42 + 131.70  (C5 phenoxy, q, C3 
phenoxy),  160.77  (q,  C1  Phenoxy),  183.63  (q,  CO  cyclobutenedione),  not  detected:  q,  2C, 

















(m, 2H, C‐H Pip), 2.1  (qui, 2H,  3J=6.3 Hz,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 2.9‐2.96  (m, 4H, C2/C6‐H Pip, CH2 
pentyl), 3.42‐3.44 (m, 2H, C2/C6‐H Pip), 3.60 (m, 2H, CH2 pentyl), 3.83 (m, 2H, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 
4.12  (t,  2H,  3J=5.9  Hz,  OCH2CH2CH2NH‐),  4.23  (s,  2H,  PipCH2),  7.02‐7.06  (m,  3H,  2,4,6  –H 
phenoxy), 7.36 (t, 1H, 3J=7.9 Hz, C5 –H phenoxy); 13C‐NMR (150.95 MHz, methanol‐d4): δ (ppm) 
22.72  (C4  Pip),  24.1+  24.16  (2C,  C3,5‐Pip,  C  pentyl),  28.042  (C  pentyl),  31.65  +31.71  (C,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐, C pentyl), 40.52 (C pentyl), 42.46 (C, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 44.78 (C pentyl), 54.09 
(2C, C2, 6‐Pip), 61.71  (Pip‐CH2), 66.25  (C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 117.17,  (C6 phenoxy), 118.41  (C2 














(t,  1H, 3J=8.0 Hz,  C5  –H  phenoxy),  7.93  (s,  2H, NH/NH2);  13C‐NMR  (150.95 MHz, DMSO‐d6):  δ 
(ppm) 24.0  (C4 Pip), 25.55  (2C, C3,5‐Pip, C‐Hexyl), 25.81  (C Hexyl), 29.86  (C Hexyl), 30.43  (C,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 30.72 (C Hexyl), 31.59 (C Hexyl), 40.2 +40.8 (C Hexyl,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 41.2 
(C,  ‐NH‐CH2(CH2)4CH2NH2‐)”), 43.13  (C,  ‐NH‐CH2(CH2)4CH2NH2), 53.89  (2C, C2,6‐Pip), 62.77  (Pip‐
CH2), 64.52  (C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 112.62,  (C6 phenoxy), 114.67  (C2 phenoxy), 120.94  (C4 phe‐
noxy), 129.04 (C5 phenoxy), 140.34 (q, C3 phenoxy), 158.41 (q, C1 phenoxy), 167.9 (q, cyclobu‐










RP‐HPLC  (220 nm, gradient 1): 97 %  (tR=10.4 min,  k=3.1);  1H‐NMR  (300 MHz, methanol‐d4):  δ 




NMR  (75.5 MHz, methanol‐d4):  δ  (ppm) 22.78  (C4  Pip), 24.15  (2C, C3,5 Pip), 27.1  (C, heptyl), 
27.29  (C, heptyl), 28.52  (C, heptyl), 29.7  (C, heptyl), 31.5  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 32.19  (C, heptyl), 
40.71 (C, heptyl), 42.5 (‐OCH2CH2CH2NH‐), 45.12 (C, heptyl), 54.12 (2C, C2,6‐Pip), 61.75 (Pip‐CH2), 
65.52  (‐OCH2CH2CH2NH‐),  118.77  (C6  phenoxy),  120.56  (C2  phenoxy),  124.5  (C4  phenoxy), 
130.92+  131.45  (C5  phenoxy,  q,  C3  phenoxy),  q,  C1  phenoxy,  q,  4C,  cyclobutenyl,  not  seen; 













3.56‐3.58  (m,  2H,  CH2  octyl),  3.83  (m  2H,  OCH2CH2CH2NH‐),  4.12  (t,  2H,  3J=5.9  Hz,  ‐
























2H,  CH2  pentyl)  3.16  (s,  1H),  3.29  (m,  4H,  ‐OCH2CH2CH2NH‐,  C2/6‐H  Pip),4.01‐  4.06  (m,  2H,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 4.22  (s, PipCH2), 7.03‐7.09  (m, 3H, C2,4,6‐H phenoxy), 7.37  (t, 1H,  3J=7.9 Hz, 
C5‐H phenoxy), 7.63 (3H, NH2/NH); 13C–NMR (150.95 MHz, methanol‐d4): δ (ppm) 21.29 (C Pip, C 
pentyl),  22.31  +22.91  (3C,  C  Pip,  C  pentyl),  26.63  (C  pentyl),  38.64  +  40.04  (C,  pentyl,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐)  45.71  (C  pentyl),  48.67,  51.83  (2C,  C2,6  Pip),  58.9  (Pip‐CH2),  117.14  (C6 
phenoxy), 119.7  (C2 phenoxy), 123.44  (C4 phenoxy), 128.0+ 130.05  (C5 phenoxy, q C), 138.03 

























N‐CH2(CH2)3CH2COOH),  2.35  (,t,  2H,  3J=7.4 Hz,  ‐CH2(CH2)3CH2COOH),  3.68  (t,  2H,  3J=7.2 Hz, N‐
CH2(CH2)3CH2COOH),  7.68‐7.74  (m,  2H,  phthalimido),  7.81‐7.87  (m,  2H,  phthalimido), 13C‐NMR 
(75.5 MHz, CDCl3) : δ (ppm) 24.17 (C, hexanoic acid) , 26.27 (C, hexanoic acid), 28.26 (C, hexanoic 
acid),  33.73  (C,  hexanoic  acid),  37.74  (C,  hexanoic  acid),  123.23  (C,  phthalimido),  132.11  (q), 
















1H‐NMR  (300  MHz,  CDCl3):  δ  (ppm)  1.54‐1.62  (m,  6H,  C3,4,5‐H  Pip),  1.97‐2.05  (m,  2H,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 2.38  (m, 4H, C2,6‐H Pip), 3.44  (s, 2H,  ‐NHCOCH2‐), 3.5  (qua, 2H,  3J=6.2 Hz,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 4.04 (t, 2H, 3J=5.8 Hz, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.34 (s, 2H, PipCH2), 6.23 (s, 1H, NH), 
6.70‐6.73 (m, 1H, C6–H phenoxy), 6.88‐6.90 (m, 2H, C2,4–H phenoxy), 7.17 (t, 1H, 3J=8.0 Hz, C5‐H 
phenoxy), 7.72‐7.75  (m, 2H, phthal.), 7.85‐7.88  (m, 2H, phthal.);  13C‐NMR  (75.5 MHz, CDCl3): δ 
(ppm)  24.28  (C4  Pip),  25.82  (2C,  C3,5‐Pip),  28.7  (‐OCH2CH2CH2NH‐),  37.79,  40.86,  54.46  (2C, 
C2/6‐Pip), 63.68 (Pip‐CH2), 66.24 (‐OCH2CH2CH2NH‐), 113.19, (C6 phenoxy), 115.17 (C2 phenoxy), 
121.99 (C4 phenoxy), 123.64 (phthal.), 125.54 (q), 129.1 (C5 phenoxy), 132.01 (q, C3 phenoxy), 















(m,  2H,  CH2)  3.46  (s,  2H,  PipCH2),  3.66  (t,  2H,  3J=7.2  Hz,  CH2),  4.02  (t,  2H,  3J=5.8  Hz, 
OCH2CH2CH2NH‐), 6.0‐6.03 (m, 1H, NH), 6.75‐6.78 (m, 1H, C6–H phenoxy), 6.87‐6.9 (m, 2H, C2, 4 
–H phenoxy), 7.2 (t, 1H, 3J=8.0 Hz, C5‐H phenoxy), 7.68‐7.72 (m, 2H, phthal.), 7.80‐7.83 (m, 2H, 
phthal.);  13C‐NMR  (75.5 MHz, CDCl3):  δ  (ppm) 24.23, 25.18, 25.74  (2C, C3,5‐Pip), 26.44, 28.31, 
28.97,  36.56,  37.38,  37.73,  54.38  (2C,  C2/6‐Pip),  63.57  (Pip‐CH2),  66.21  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 
113.07,  (C6 phenoxy), 115.18  (C2 phenoxy), 121.96  (C4 phenoxy), 123.19  (phthal.), 129.16  (C5 











RP‐HPLC  (220 nm gradient 1): 99.2 %  (tR=4.4 min, k=0.7),  1H‐NMR  (300 MHz, methanol‐d4):  δ 













Chemicals,  reagents,  standard  ligands and buffer  components are  listed below  including  their 
source: Tris HCl (USB GmbH, Staufen, Germany); NaCl, Na2HPO4, MgCl2, EDTA, activated charcoal 
(Merck  KGaA,  Darmstadt,  Germany);  adenosine  triphosphate  (ATP),  guanosine  triphosphate 
(GTP), adenylyl imidophosphate (AppNHp), creatine kinase (CK), creatine phosphate (CP) (Roche, 
Mannheim, Germany), bovine serum albumin  (BSA, VWR  International GmbH, Darmstadt, Ger‐
many),  famotidine,  ranitidine  (Sigma  Aldrich GmbH, Munich, Germany),  thioperamide  (Tocris 
Cookson, Ballwin, USA),  scintillation  cocktail Optiphase  Supermix  (Perkin  Elmer, Rodgau, Ger‐
many). The radionuclides [γ‐32P]GTP and [γ‐33P]GTP were synthesized according to a previously 
described method28. [32P]Pi (8,500 – 9,100 Ci/mmol orthophosphoric acid) was from PerkinElmer 
Life  Sciences  (Boston, MA)  and  [γ‐33P]Pi  from  Hartmann  Analytik  GmbH  (Braunschweig,  Ger‐
many). [γ‐32P]GTP or either [γ‐33P]GTP can be used equally in GTPase assays. In case of [γ‐32P]GTP 
a final concentration of 0.1 µCi/tube was used and Cherenkov radiation was measured in water, 






















μL) were preincubated  for 2 min at 25  °C before 20 μl of  [γ‐32P]GTP  (dissolved  in  the reaction 






radation of  [γ‐32P]GTP  (or  [γ‐33P]GTP)  into account, samples with an excess of GTP  (1 mM),  in‐





















ܩܶܲܽݏ݁ ܽܿݐ݅ݒ݅ݐݕ ൌ  ሺܿ݌݉௧௢௧௔௟  െ ܿ݌݉௕௟௔௡௞ሻ ൈ ݌݉݋݈ ܩܶܲ/ݐݑܾ݁ܿ݌݉௧௢௧௔௟ ௔ௗௗ௘ௗ ൈ ݉݃ ݌ݎ݋ݐ݁݅݊ ൈ ݐ ሺminሻ  ൈ
1 ݈݉
0.6 ݈݉ 





















































Fura‐2/AM  (Fura‐2)  and  Leibovitz  (L15)  were  from  Invitrogen  (Invitrogen  GmbH,  Darmstadt, 
Germany), FBS from Biochrom AG (Berlin, Germany), HEPES and BSA from Serva GmbH (Heidel‐
























0.025 % Pluronic® F‐127. Cells were  incubated  for 30 min at  rt under  light protection,  centri‐
fuged at 300 g for 5 min and resuspended in the same volume of loading buffer. Another incuba‐














Used  chemicals  and  solvents were  from  commercial  suppliers  (Sigma Aldrich GmbH, Munich, 
Germany; Merck KGaA, Darmstadt, Germany) unless otherwise stated. [3H]Nα‐Methylhistamine 
([3H]NAMH) was purchased from PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA), Leibovitz without phe‐
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but  form  homooligomeric  and/or  heterooligomeric  quaternary  structures1‐4. Histamine  recep‐
tors, for  instance, were reported to form oligomers5‐8. Different experimental techniques were 
applied to substantiate dimerized GPCRs (e.g. β2‐adrenergic9, δ‐opioid receptors10, thyrotropin‐
releasing hormone  receptors11,  serotonin 5‐HT4‐receptor2). Among  them are BRET2, 9  (biolumi‐









in  case of heterobivalent  compounds  consist of different pharmacophores2. According  to  the 
concept, bivalent  ligands should “bridge” receptor dimers and bind to the two binding pockets 
of a putative receptor dimer, thus exhibiting higher affinity/potency at the receptor compared to 
their  monomeric  counterparts.  Therefore,  on  one  hand,  the  binding  to  receptor  oli‐
gomers/dimers  might  contribute  to  the  elucidation  of  the  function  and  biological  role  of 
dimeric/oligomeric receptors. On the other hand, the bivalent  ligand approach could be useful 
to improve selectivity and potency of the respective ligands10, 16‐17. 




7 TM  receptor dimers10.  Successful application of bivalent  compounds, which  show  improved 
















two  ligands, with  only  one  pharmacophore  per  ligand  fitting  into  the  binding  pocket,  is  also 
imaginable  (Scheme 4.1, B, 6). Additionally, after binding of one pharmacophore to a receptor 
dimer  (5) allosteric effects might change the affinity of the second binding site  in the receptor 





to histamine H2  receptor  agonists. NG‐Acylated hetarylpropylguanidines were used  as  starting 






est  H2R  agonistic  potencies 



























be attributed  to additional binding at one  receptor molecule  to  regions different  from  the or‐
thosteric binding site. 
In  this work  the bivalent  ligand approach was extended  to H2R  antagonists  (Figure 4.2) using 
compounds bearing  spacers between 2 and 10 methylene groups. Comparison of antagonistic 
twin compounds to agonistic compounds will possibly enlarge our level of knowledge about the 
binding properties of  these kinds of  ligands  to orthosteric or allosteric binding  sites. The pre‐














3  hours  under  reflux  in  ethanol  with  stirring  giving  the  products  in  28‐60  %  yield. 
 














The bivalent  ligands were  investigated  for H2R antagonism versus histamine  in a  steady  state 
GTPase  assay  using  Sf9  cell membranes  expressing  gpH2R‐Gsαs or  hH2R‐Gsαs  fusion  proteins23. 
Histamine‐ stimulated GTP hydrolysis (antagonist mode) was inhibited by all test compounds in 
the  low nanomolar range  (Kb’: 1.6  ‐ 65 nM). The  investigation of two selected compounds  (4.4 
and 4.5) at the gpH2R receptor gave comparable results as at the hH2R (Table 4.1). Compounds 
4.6 and 4.7 proved to be the most potent ligands in this series, with Kb’ values between 6 and 7 















  Kb’ (EC50) [nM]  Kb’ (EC50) [nM]  Emax 
Histamine  (850 ± 340)b  (990 ± 92)b  1.00 
Cimetidine  1300 ± 270 b  1700 ±430b  ‐0.03 ± 0.02 
Famotidine  38 ±3 b  48 ± 10 b  ‐0.09 ± 0.08 
4.3   n.d.  64.8 ± 37  ‐0.17 ± 0.01 
4.4   22.7 ±4  26.7 ±3  ‐0.06 ± 0.02 
4.5   21.1 ± 3  16.1 ± 3  ‐0.13± 0.05 
4.6   5.5 ± 1.2  7.3 ± 0.4  ‐0.07 ± 0.05 
4.7   6.1 ±4.5  6.1 ± 3  ‐0.11 ± 0.05 









fold decrease  in H2R antagonistic activity compared  to  the data  from  the GTPase assay at  the 
hH2R. The maximum response to histamine in the presence of 4.6 at a concentration of 300 nM 
was slightly decreased.  Increasing  the antagonist concentration  to 1 µM  (4.6 and 4.7)  led  to a 
depression  of  the  concentration‐response  curve,  the maximum  response  (Emax)  to  histamine 
amounting only to 58 % and 87 %, respectively. 
 
Table 4.2: H2R antagonism of compounds 4.6 and 4.7 at the isolated guinea pig right atrium (gpH2R) 
  gpH2R 
Compd.  c [nM]  pA2b  KB[nM]  na 
4.6  300/1000  6.5 ± 0.1  302  7 









Spectrofluorimetric Ca2+  assays on U‐373 MG  cells25, human  cells  expressing  the H1  receptor, 
revealed very weak antagonistic effects (IC50 values between 5 and 100 µM) for the investigated 
ligands.  In GTPase assays on  recombinant hH1R  (hH1R and RGS4 co‐expressed  in Sf9 cells)  the 










alkanediyl spacers  resulted  in higher selectivity  for  the H2R over  the hH3R. Compound 4.6 and 
4.7, which have 8‐ and 10‐membered spacers, are 50‐200 fold more active at the hH2R relative 
to the hH3R, whereas the ligands 4.4 and 4.5 possess only 7‐8 fold selectivity, as well as 4.8 the 

















Compd.  Kb’ (EC50) [nM]  Emax  Ki  (KD) [nM] 
Histamine  (25 ± 3)b  1.0  39.8b 
Thioperamide  97 ± 18 b  ‐0.86 ± 0.08  316.2 b 
JNJ5207852  4.3 ± 0.6  ‐0.88 ± 0.12  12.6 b 
NAMH  ‐  ‐  (5.1)b 
4.3  > 2000  n.d.  > 1000 
4.4.  21.2± 0.6  ‐0.64± 0.25  n.d. 
4.5  165.7 ±62  ‐0.83 ± 0.13  n.d. 
4.6  413.3 ±40  ‐0.48 ± 0.1  346 ± 136 
4.7  >1000  n.d.  n.d. 
4.8  185 ± 243  ‐0.50 ± 0.04  n.d. 



























nism. This phenomenon  is not  fully understood.  It may be  speculated  that  additional binding 





To estimate  the  contribution of  the  second  set of H2R antagonist pharmacophoric groups  the 
activities  of  the  bivalent  compounds  should  be  compared  to  an  appropriate monomeric H2R 
antagonist. For  this purpose,  the monomers bearing an alkanediyl  spacer with a  terminal pri‐
mary amino group were used. It has to be noted that these entities can only be considered an 
















nM) was between  the Kb’ values of  the monomers. The combination of  two different pharma‐








pounds bound  to a receptor dimer, due  to  insufficient spacer  length of  the  ligands. The main‐
tained or  increased potency of the new  ligands might be rather attributed to  interactions with 
the binding pocket of a single receptor and an additional binding site at the same receptor mole‐
cule.  Interactions of the second pharmacophore on extracellular  loop regions of the respective 
receptor are also  imaginable. Taken  together, results concerning bivalent  ligands are  in agree‐
ment with  former  investigations  in  the H2R agonist  field22,  that  these H2‐receptor  ligands  sup‐








































volume of 7 ml using an ultrasonic bath. Afterwards during  filtration  through PTFE‐filters  the 
compound partly precipitated, resulting in a solution containing less of the designated product, 





1.27  (m, 8H, 4x  ‐NH‐CH2(CH2)6CH2NH‐), 11.48‐1.49  (m, 4H,  ‐NH‐CH2(CH2)6CH2NH‐), 2.66  (t, 4H, 
3J=6.7 Hz, 2x  ‐SCH2CH2NH‐), 3.38‐3.48  (m, 10H, 4H‐NH‐CH2(CH2)6CH2NH‐,+ water  residue), 3.69 
(m, 4H, 2x ‐SCH2CH2NH‐), 3.78 (s, 4H, 2x –CH2‐S‐), 7.12 (s, 2H, 2x C5‐H thiazolyl), 7.51 (bs, 3H, NH 
cyclobutenyl), 8.29 (bs, 6H, NH2), 12.2 (bs, 1H); 13C‐NMR (150.95 MHz, DMSO‐d6): δ (ppm) 25.78 
(2C,  ‐NH‐CH2(CH2)6CH2NH‐), 28.52  (2C,  ‐NH‐CH2(CH2)6CH2NH‐), 29.96  (2C, –CH2‐S‐), 30.68  (2C,  ‐
NH‐CH2(CH2)6CH2NH‐),  32.19  (2C,  ‐SCH2CH2NH‐),  42.47  (2C,  ‐SCH2CH2NH‐),  43.23  (2C,  ‐NH‐
CH2(CH2)6CH2NH‐), 110.12 (2C C5 thiazolyl), 182.3 (q, 2C,CO cyclobutenyl), not all q C detected; 















RP‐HPLC  (220 nm, gradient 1): 99 %  (tR=11.5 min, k= 3.5);  1H‐NMR  (600 MHz, methanol‐d4):  δ 
(ppm) 1.48‐1.50 (m, 2H, C‐H Pip), 1.72‐1.82 (m, 6H, C3‐H Pip), 1.90‐1.93 (m, 4H, C‐H Pip), 2.05‐
2.07  (m, 4H, 2x  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 2.93‐2.97  (m, 4H, C2/C6‐H Pip), 3.43‐3.45  (m, 4H, C2/C6‐H 
Pip),  3.78  (m,  6H,  2x  ‐NH‐CH2CH2NH‐,  1x  ‐OCH2CH2CH2NH‐),  4.07  (t,  4H,  3J=5.6  Hz,  2x  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 4.25 (s, 4H, 2x PipCH2), 7.02‐7.05 (m, 4H, 2x C4,6 –H phenoxy), 7.13 (s, 2H, 2x 
C2 –H phenoxy), 7.36 (t, 2H, 3J=7.9 Hz, 2x C5‐H phenoxy); 13C‐NMR (150.95 MHz, methanol‐d4): δ 
(ppm)  22.74  (2C,  C4  Pip),  24.09  (4C,  C3,5  Pip),  31.62  (2C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐),  42.22  (2C,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 46.2 (2C, NHCH2CH2NH‐) 54.12 (4C, C2,6 Pip), 61.76 (2C, Pip‐CH2), 66.99 (2C, ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 117.66 + 117.91 (4C, C6 Ph, C2 phenoxy), 124.49 (2C, C4 phenoxy), 131.36 (C2, 








The  solvent  (ethanol) was  evaporated. Addition of  diethyl  ether  to  the  remaining  solution  in 
DMSO gave a yellow semi solid. Suspension of the residue in a mixture of H20/ ethanol (3/2, v/v) 
and refluxing for 3 h to dissolve impurities gave the product (82 mg, 36 %) with a purity of 90 % 







RP‐HPLC  (220  nm,  gradient  1):  99.8 %  (tR=11.8 min,  k=3.7);  1H‐NMR  (300 MHz, DMSO‐d6):  δ 
(ppm) 1.37‐1.48 (m, 12H, 2x C3,4,5‐H Pip), 1.77‐1.81 (m, 2H, ‐NH‐CH2CH2CH2NH‐), 1.99‐2.01 (m, 
4H, 2x ‐OCH2CH2CH2NH‐), 2.31 (m, 8H, 2x C2,6‐H Pip), 3.34‐3.37 (s, 4H, 2x PipCH2), 3.53‐3.65 (m, 
8H,  2x  ‐NH‐CH2CH2CH2NH‐,  2x‐OCH2CH2CH2NH‐),  4.01  (t,  4H,  3J=6.0  Hz,  2x  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 
6.78‐7.86 (m, 6H, 2x C2,4,6 –H phenoxy), 7.20 (m, 2H, 3J=8.0 Hz, 2x C5‐H phenoxy); 7.49 (bs, 2H, 
2x NH);  13C‐NMR  (75.5 MHz, DMSO‐d6): δ  (ppm) 23.87  (2C 2x C4 Pip), 25.42  (4C, 2x C3,5 Pip), 
30.32 (2C, 2x ‐OCH2CH2CH2NH‐), 32.2, 40.3 (2C), 40.52 (2C) 53.77 (4C, 2x C2,6‐Pip), 62.63 (2C, 2x 
Pip‐CH2), 64.32  (2C, 2x  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 112.55,  (2C, 2x C6 phenoxy), 114.56  (2C, 2x C2 Ph), 
120.89 (2C, 2x C4 phenoxy), 128.98 (C2, 2x C5 phenoxy), 158.31 (q, 2x C1 phenoxy), 167.22 (q, 2x 
cyclobutenyl),  182.37  (q,  2x  CO  cyclobutenyl);  2q  C:  signals  not  visible;  HRMS:  (FAB+, 




















CH2(CH2)6CH2NH‐) 28.53 (2C,  ‐NH‐CH2(CH2)6CH2NH‐) 30.41 + 30.72 (4C, 2x  ‐OCH2CH2CH2NH‐,2x  ‐
NH‐CH2(CH2)6CH2NH‐), 40.38  (2C, 2x  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 43.22  (2C,  ‐NH‐CH2(CH2)6CH2NH‐) 53.88 
(4C,  2x  C2,6‐Pip),  62.76  (2C,  2x  Pip‐CH2),  64.48  (2C,  2x  ‐OCH2CH2CH2NH‐),  112.63,  (2C,  2x  C6 
phenoxy), 114.64 (2C, 2x C2 Ph), 120.96 (2C, 2x C4 phenoxy), 129.04 (C2, 2x C5 phenoxy), 140.34 
(q, 2C, C3 phenoxy), 158.4 (q, 2C, 2x C1 phenoxy), 167.75 (q, 2x cyclobutenyl), 182.27 + 182.43(q, 


















(150.95 MHz, DMSO‐d6)  :  δ  (ppm) 23.84  (2C 2x C Pip), 25.37 +25.78  (6C, 4x C Pip, 2x C  ‐NH‐
CH2(CH2)8CH2NH‐),  28.55  (2C,  ‐NH‐CH2(CH2)8CH2NH‐),  28.85  (2C,  ‐NH‐CH2(CH2)8CH2NH‐),  30.40 













30 ml ethanol and heated  to reflux  for 48 h. The solvent was evaporated and  the residue dis‐
solved  in chloroform. The organic phase was washed 3  times with H20, dried, and  the solvent 
was evaporated. After addition of ethanol/diethyl ether (1/10, v/v) the precipitate was filtered 





RP‐HPLC  (220 nm,  gradient 1): 99.6 %  (tR=13.8 min, 4.4);  1H‐NMR  (600 MHz, methanol‐d4):  δ 
(ppm) 1.34‐1.61 (m, 10H, 4x NH‐CH2(CH2)4CH2NH‐, 1x C‐H Pip), 1.74‐1.94 (m, 10H, C‐H Pip), 2.03‐
2.15  (m, 4H, 2x  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 2.94  (m, 4H, 2x C2/6‐H Pip), 3.16‐3.22  (m, 2H,  ‐CH2), 3.‐42‐
3.44 (m, 6H, 2x C2/6‐H Pip, 1x –CH2), 3.57 (m, 2H, CH2), 3.83 (m, 2H, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.09‐4.13 
(m, 4H, 2x  ‐OCH2CH2CH2NH‐  ), 4.22  (s, 2H, PipCH2), 4.24  (s, 2H, PipCH2), 7.02‐7.13  (m, 6H, 2x 
C2,4,6 –H phenoxy), 7.35‐7.39 (m, 2H, 2x C5‐H phenoxy); 13C‐NMR (150.95 MHz, methanol‐d4) : δ 
(ppm)  22.78  (2C  2x  C4  Pip),  24.09  (4C,  2x C3,5  Pip),  26.99+27.21  (2C,  ‐NH‐CH2(CH2)6CH2NH‐), 
29.92 + 30.27 (2C, ‐NH‐CH2(CH2)8CH2NH‐, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 31.61 + 31.99 (2C, ‐OCH2CH2CH2NH‐
,  ‐NH‐CH2(CH2)8CH2NH‐), 40.44  (1C,  ‐NH‐CH2(CH2)8CH2NH‐) 42.49+42.62  (2C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐,  ‐
NH‐CH2(CH2)6CH2NH‐) 44.96  (1C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 54.07  (4C, 2x C2,6‐Pip), 66.71  (2C, 2x Pip‐
CH2),  66.31  +67.22  (2C,  2x  ‐OCH2CH2CH2NH‐),  116.95  +  117.18  (2C,  2x  C6  phenoxy),  118.33+ 
118.38  (2C,  2x  C2  Ph),  124.48  +124.66  (2C,  2x  C4  phenoxy),  131.41  +  131.7  (2C,  C2,  2x  C5 
phenoxy+ 1q), 160.76 (q), 161.95 (q), 162.74 (q) 169.55 (q, 2C, cyclobutenyl), 183.52 (q, 2C, 2x 
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Usually  radioligands  are  used  as  pharmacological  tools  to  characterize  new  compounds with 
respect to their binding properties and their pharmacological profile. Requirements for an ideal 
radioligand are: high purity ( >90 %), sufficient stability, high specific activity (> 10 Ci/mmol) for 







studies  at  guinea  pig 
cerebral  membranes7 
and  for  binding  studies 




tage  of  difficult  han‐
dling due to safety pre‐






tritiated  form  and  allows  a  convenient preparation of  radioligands under  standard  laboratory 
conditions, The fact that several H2‐receptor antagonists described in chapter 3 have high activi‐































































in use  to prepare potent  [3H] and  [18F] bearing radioligands.  [3H]UR‐PI294, a combined H3/H4  ‐







ent  coupling  reagents,  for example with EDAC and CDI, which  form an active ester  in  situ, or 
directly with chlorides or anhydrides. Another approach  is the direct use of active esters, often 
employed  in  peptide  chemistry,  to  achieve  amides. With  respect  to  radiolabelling,  complete 
conversion to the radiotracer in a one pot reaction without side products and only one purifica‐
tion step  (preparative HPLC) are desired. The “cold  forms” of potential  radioligands were syn‐
thesized  to  investigate  the  structure‐activity  relationships and  to optimize  the  reaction  condi‐
tions. By analogy with a procedure, which was previously developed in our laboratory14, we used 































 5.4  2  4‐F‐phenyl   5.9  5  CH2‐CH3 
 5.5  6  4‐F‐phenyl   5.10  6  CH2‐CH3 
 5.6  2  CH2‐CH3   5.11  4  4‐F‐phenyl 





5.3               5.1 or 5.1a 



























A:  Radiochromatogramm  of  5.10a  c: 
0.06 µM; B: unlabelled 5.10 , c= 5 µM; 
UV (290 nm)  
A+B:  Conditions:  injection  volume: 
200  µl;  gradient:  0.05 %  TFA  in  ace‐
tonitrile/0.05  %  TFA  in  H20:  0  min: 
20/80  (v/v), 37 min: 30/70  (v/v), 3 8 







    gpH2R     
Compd.  c [nM]  pA2  KB[nM] 
 
na 
5.6  300/1000  7.36 ±0.14  44  6 








  Kb’ (EC50) [nM]  Kb’ (EC50) [nM]  Emax 
Histamine  (850 ±340)b (990 ± 92)b 1.00 
5.2  n.d  >5000   n.d. 
5.4  n.d 50.61 n.d. 
5.5  n.d >1000 n.d. 
5.6  95 ± 47  114 ± 15  0.11 ± 0.04 
5.7  n.d.  59 ± 13  ‐0.33 ± 0.18 
5.8  138 ± 61 195 ± 48 ‐0.23 ± 0.05
5.9  64 ± 22 69 ± 7 n.d. 
5.10  28 ± 12 38± 8 0.08 ± 0.01
5.11  97 ± 28 53 ± 10 0.03 ±0.01






The  squaramides  5.6  and  5.7 were  tested  for  inhibition  of  the  histamine  stimulated  positive 
chronotropic response at the isolated spontaneously beating guinea pig right atrium. Cumulative 
concentration‐response 
curves  of  histamine  in  the 
absence  and  presence  of 
antagonist  (5.6,  5.7)  were 
recorded  and  pA2‐values 


































tracer  (KD: 5.1 nM) on HEK‐293‐FLAG hH3R‐His6 cells. One  to  two representative  ligands out of 
each series of compounds were investigated for displacement of [3H]NAMH from the H3R (Table 


















Compd.  Kb’ (EC50) [nM]  Emax  Ki  (KD) [nM] 
[3H]NAMH  ‐  ‐ (5.1)d 
histamine  (25 ± 3)c  1.00 n.d. 
thioperamide  97 ± 18  ‐0.66 ± 0.09 n.d. 
5.2  no activity  n.d.  >10000 
5.4  > 1000  ‐0.16 ± 0.04 n.d. 
5.5  > 1000  n.d >2000 
5.6  >500  ‐0.46 ± 0.1 n.d 
5.7  234 ± 173  n.d. 234.2 ± 
5.8  385  ‐0.48 ± 0.1 n.d. 
5.9  963  ‐0.6 ± 0.01 n.d. 
5.10  848 ±390  ‐0.46 ± 0.3 >1000 
5.11  n.d.  ‐0.41 ± 0.25 200 ± 75 
5.2  no activity  n.d. >10000 







The affinity of compound 5.10 was  investigated  in a competition binding assay at  the  flow cy‐











The  designated  radioligand  5.10  had  sufficient  affinity  on  Sf9  cell membranes  consisting,  of 








































a Mean  values ±  S.E.M. of 4  independent experi‐
ments, performed in duplicate 






guinea pig atrium  results  from  the different 
time windows of the assays (see discussion). 






manner  (Scheme 5.6).  Total  and  specific binding  versus  radioligand  concentrations were best 















specific binding Radioligand [pmol/mg]















r2 =  0.911B
 
concentration radioligand [nM]































































































Comp.  R1  R2  Comp.  R3  R4 
Arpromidine     
UR‐AK480     
BU‐E43      UR‐Bit82 
 
 









Ki [nM]a  Ki [nM] b  EC50[nM] c, d 
histamine  157.2 ± 32.1  264 ±96  990 ± 92 d 
arpromidine  137.85 ± 51.25    72 ± 9 c 
UR‐Bit24  27.04 ± 3.94  39 ± 5  23.7 ± 8.0 d 
BU‐E43  374.93 ± 34.2    130 ± 13 c 
BU‐E96  78.1 ±10.89    310 ± 0.14 c 
UR‐AK480  6.49 ± 0.42  12 ± 3  6.3 ± 0.9 d 



























5.10  29.5 ± 2.7    13.5 ± 1.2 37.7 ± 7.6
cimetidine  1551.2 ± 350.2 1376 ± 41   1700 ± 430c
famotidine  29.1 ± 0.5  36.49 ± 2.2 63 ± 5 48 ± 10 c
3.13  59.8 ± 0.5      14.5 ± 7.6
3.23  23.6 ± 2.3  22.8 ± 2.3   22.1 ± 1.8
6.2  1071.2± 383.9     1053.7 ± 228.6
6.11  152.7± 72.7      141.5 ± 58.9 
6.13  329.3 ± 191.1     94.1 ±18.3

















Regarding  the presented guanidinothiazole  the concept  to use a “shortened” pharmacophoric 
moiety  to create potent H2R antagonists was unsuccessful. By acylation of  the amino group  in 
the piperidinomethylphenoxycyanoguanidine series with a  fluorobenzoyl  residue as  in 5.4 and 
























able”) antagonists as the maximal response to  the agonist  is depressed  in the presence of the 
antagonist.  In this context the term “insurmountable antagonist” refers to experiments, for  in‐
stance, on  isolated organs,  in which  the  receptor  is preincubated with  the  antagonist before 
addition  of  agonist  and measurement  of  a  response.  Ligands  such  as BMY  25368  show  tight 
binding to the H2R  in the guinea pig right atrium (Kb = 13 nM), and are very difficult to remove 
from  the active  site by washing. They have a delayed onset of action, accompanied by a pro‐




mountable  antagonism26.  This  is  confirmed  by  find‐
ings that BMY 25368 acts as competitive antagonist in 
the Heidenhain  pouch  dog.  For  BMY  25368    a  slow 
dissociation was proposed as possible explanation for 
the apparent insurmountable antagonism27. Such particular binding properties at the guinea pig 





tagonists produce  a  rightward  shift of  agonist  concentration–response  curves, whereas  insur‐
mountable  antagonists  additionally depress  the maximal  response.  Surmountable  antagonists 
have a competitive mode of action, combined with fast dissociation kinetics (Figure 5.3, adapted 
from32).  Insurmountable  antagonism  can  result  from  different mechanisms.  Non‐competitive 
binding via functional antagonism or an interaction with an allosteric binding site, distinct from 









“two  inactive state competitive models”, see chapter 1), proposing 2  inactive states of  the re‐
ceptor: R and R’. R binds the agonist with high affinity, R’ has low affinity to the agonist, but high 
affinity to the respective antagonist. Here the slow conversion of R’ to R, or the slow dissociation 



























































Potent  and  selective  propionylated  H2R  antagonists  were  obtained  by  derivatization  of  the 
amino groups of potentidine‐ and guanidinothiazole‐like structures. The synthesized compounds 
possessed  low to high activity at  the histamine H2‐receptor, depending on  their structural  fea‐
tures. Neither activity at  the hH1R nor  at  the hH4R was detected. The  investigated  cyanogua‐
nidine 5.4 showed activities below 100 nM (GTPase assay) at the H2R, i.e. in the range of APT and 






































RP‐HPLC  (220  nm,  gradient  1):  98 %  (tR=9.5 min,  k=2.7);  1H‐NMR  (600 MHz, methanol‐d4):  δ 
(ppm) 1.11 (t, 3H,   3J=7.6 Hz, ‐COCH2CH3), 2.18 (qua, 2H, 3J=7.6 Hz, COCH2CH3), 2.6 (m 2H, Hz, ‐
SCH2CH2‐NH‐), 3.33  (m, 2H,  ‐SCH2CH2‐NH‐), 3.78  (s, 2H,  ‐CH2S‐), 7.05  (s, 1H, C5‐H‐thiazol); 13 C‐
NMR  (150.95 MHz, methanol‐d4):  δ  (ppm)  10.45  (COCH2CH3),  30.16  (COCH2CH3),  31.66  (2C,  ‐


















7.12  (s,  1H,  C2‐H  phenoxy),  7.15  (t,  2H,  3J=8.7  Hz,  4F‐benz.),  7.36  (t,  1H,  3J=7.9  Hz,  C5‐H 
phenoxy), 7.85  (m, 2H, 4 F‐benz.) C2/6‐H Pip not seen; 13C‐NMR  (150.95 MHz, methanol‐d4): δ 
(ppm)  22.74  (C  Pip),  24.04  (2C,  C  Pip),  about  30  (not  detected  in  13C‐NMR,  only  in  HSQC,‐
OCH2CH2CH2NH‐), 40.66  (2C, C ethyl, C OCH2CH2CH2NH‐), 42.36  (C‐ethyl), 54.02  (2C, C2,6‐Pip), 
61.66 (Pip‐CH2), about 66 (not detected in 13C‐NMR, only in HSQC,‐OCH2CH2CH2NH‐), 116.33 (C F‐
benz.), 116.48  (C  F‐benz.), 117.28  (C6 phenoxy), 118.54  (C2 phenoxy), 119.22  (q), 121.16  (q), 















(m, 2H, –NHCH2(CH2)4CH2NHCO‐,), 3.41  (t, 2H,  3J= 6.5 Hz,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.09  (t, 2H, 3J=5.7 
Hz, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.22 (s, 2H, PipCH2), 7.03‐ 7.06 (m, 2H, C4,6‐H phenoxy), 7.13 (s, 1H, C2‐H 
phenoxy), 7.16  (t, 2H,  3J=8.7 Hz, 4F‐benz.), 7.36  (t, 1H,  3J=7.9 Hz, C5‐H Ph), 7.85  (m, 2H, 4  F‐
benz.), C2/6‐H Pip not seen; 13C‐NMR (150.95 MHz, methanol‐d4): δ (ppm) 22.74 (C Pip), 24.05 
(2C, C Pip), 27.41 (C hexyl), 27.68 (C hexyl), 30.39 (‐OCH2CH2CH2NH‐, 2C hexyl, low signal), about 
40 (not detected  in 13C‐NMR, only  in HSQC,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 44.83 (C hexyl), 45.45 (C hexyl), 
54.02  (2C,  C2,6‐Pip),  61.67  (Pip‐CH2),  about  66  (not  detected  in  13C‐NMR,  only  in  HSQC,‐
OCH2CH2CH2NH‐), 116.28 (1C F‐benz.), 116.43 (1C F‐benz.), 117.28 (C6 phenoxy), 119.22 (C2 Ph), 










RP‐HPLC  (210 nm, gradient 1): 98 %  (tR=10.9 min, k= 3.3);  1H‐NMR  (600 MHz, methanol‐d4):  δ 
(ppm)  1.07  (t,  3H,  3J=7.6 Hz,  ‐COCH2CH3),  1.78‐1.93  (m,  6H,  C3/5‐H  Pip),  2.09‐2.11  (m,  2H,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐),  2.17  (m,  2H,‐COCH2CH3),  2.94  (m,  2H,  C2/6‐H  Pip),  3.36  (m,  2H,  ‐
NHCH2CH2NHCO‐),  3.42  (m,  2H,  C2/6‐H  Pip),  3.64  (m,  2H,  ‐NHCH2CH2NHCO‐),  3.82  (m,  2H,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 4.14 (t, 2H, 3J=5.8 Hz, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.22 (s, 2H, PipCH2) 7.01‐7.06 (m, 3H, 
C2,3,4‐H phenoxy), 7.36 (t, 1H, 3J=7.9 Hz, C5‐H phenoxy); 13C‐NMR (150.95 MHz, methanol‐d4): δ 
(ppm)  10.33  (‐COCH2CH3),  22.74  (C  Pip),  24.11  (2C,  C  Pip),  30.16  (‐COCH2CH3),  31.61  (‐
OCH2CH2CH2NH‐), 41.46 (‐NHCH2CH2NH‐), 42.5 (‐OCH2CH2CH2NH‐), 49.58 (‐NHCH2CH2NH‐), 54.11 













HPLC  (system 1, 220 nm). Acetonitrile was  removed under  reduced pressure and  the product 
was freeze dried resulting in 22 mg of the product (yellow oil 55 %).  
RP‐HPLC  (210 nm, gradient 1): 99 %  (tR=11.6 min,  k=3.6);  1H‐NMR  (300 MHz, methanol‐d4):  δ 
(ppm) 1.12  (t, 3H,  3J=7.6 Hz,  ‐COCH2CH3), 1.49‐1.97  (m, 8H, C3,4,5‐H Pip/CH2 propyl), 2.1  (qui, 
2H, 3J=6.2 Hz  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 2.12 (qua, 2H, 3J=7.6 Hz,‐COCH2CH3), 2.89‐2.94 (m, 2H, C2/6‐H 
Pip), 3.23 (t, 2H, 3J=7.6 Hz, propyl), 3.42‐3.46 (m, 2H, C2/6‐H Pip), 3.58‐3.61 (m, 2H, propyl), 3.82‐
3.85  (m, 2H,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.14  (t, 2H,  3J=5.8 Hz,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.23  (s, 2H, PipCH2), 
7.02‐7.04  (m, 3H, C2,4,6‐H phenoxy), 7.36  (m, 1H, C5‐H phenoxy);  13C‐NMR  (150.95 MHz, me‐
thanol‐d4): δ (ppm) 10.52 (‐COCH2CH3), 22.76 (C Pip), 24.15 (2C, C Pip), 30.26 (‐COCH2CH3), 31.60 
(‐OCH2CH2CH2NH‐), 32.05  (C propyl), 37.07  (C propyl), 42.56  (‐OCH2CH2CH2NH‐)  (C propyl, not 
seen  (solvent), 54.14  (2C, C2,6‐Pip), 61.75  (Pip‐CH2), 66.34  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 117.11  (C6 phe‐
noxy),  118.49  (C2  phenoxy),  120.94  (C4  phenoxy),  124.50,  131.46  (C5  phenoxy),  131.73  (q), 
160.77  (q,  C1  phenoxy),  177.30  (COCH2CH3),  4q  C  cyclobutenyl  not  visible  in  the  spectrum; 













(ppm)  1.1  (t,  3H,  3J=7.7  Hz,  ‐COCH2CH3);  1.52‐1.61  (m,  4H,  2x  CH2  butyl  );  1.71‐1.95(m,  6H, 
C3,4,5‐H  Pip),  2.07‐2.11  (m,  2H,  ‐OCH2CH2CH2NH‐),  2.17  (q,  2H,  3J=7.7  Hz,  ‐COCH2CH3),  2.94 
(m,2H,  C2/6‐H  Pip),  3.18  (t,  2H, 3J=6.8 Hz,  ‐NHCH2(CH2)2CH2NHCO‐),  3.43‐3.45  (m,  2H,  C2/6‐H 
Pip), 3.6‐3.61 (m, 2H, ‐NHCH2(CH2)2CH2NHCO‐), 3.83 (m, 2H, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.13 (t, 2H, 3J=5.8 
Hz,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.22  (s, 2H, PipCH2) 7.02‐ 7.03  (m, 3H, C4,2,6‐H phenoxy), 7.36  (t, 1H, 
3J=8.0  Hz,  C5‐H  phenoxy);  13C‐NMR  (150.95 MHz, methanol‐d4):  δ  (ppm)  10.57  (‐COCH2CH3), 




















4.13  (t,  2H,  3J=5.8  Hz,  ‐OCH2CH2CH2NH‐),  4.22  (s,  2H,  PipCH2)  7.02‐  7.03  (m,  3H,  C2,4,6‐H 
phenoxy), 7.40  (t, 1H, 3J=7.6 Hz, C5‐H phenoxy); 13C‐NMR  (150.95 MHz, methanol‐d4): δ  (ppm) 
10.60 (‐COCH2CH3), 22.72  (C Pip), 24.13 (2C, C Pip), 24.64 (C pentyl), 29.99 + 30.24 (C pentyl,  ‐
COCH2CH3),  31.57  +31.85  (‐OCH2CH2CH2NH‐,  C  Pentyl),  40.09  (C  pentyl),  42.54  (‐











in MeOH/DMSO  (1/1) were  prepared  according  to  general  procedure  1.  Reaction  time:  3  h, 
preparative HPLC (system 1, 220 nm). Lyophilisation afforded 14.69 mg of yellow oil (54 %).  
RP‐HPLC  (210 nm, gradient 1): 98 %  (tR=13.1 min,  k=4.2);  1H‐NMR  (600 MHz, methanol‐d4):  δ 
(ppm) 1.0 (t, 3H, 3J=7.7 Hz, ‐COCH2CH3); 1.33‐1.38 (m, 4H, CH2 hexyl), 1.47‐1.51 (m, 2H, CH2 hexyl 
);  1.58‐1.60  (m,  2H,  CH2 hexyl),  1.75‐1.93  (m,  6H,  C3,4,5‐H  Pip),  2.09  (qui,  2H,  3J=6.2  Hz,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 2.17  (qua, 2H,  3J=7.6 Hz,  ‐COCH2CH3), 2.89‐2.94  (m, 2H, C2/6‐H Pip), 3.14  (t, 




26.94  (C  hexyl),  27.39  (C  hexyl),  30.24+30.29  (C  hexyl,  ‐COCH2CH3),  31.57  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 
32.12 (C hexyl), 40.15 (C hexyl), 42.52 (‐OCH2CH2CH2NH‐), 45.11 (C hexyl), 54.13 (2C, C2,6‐Pip), 
61.74  (Pip‐CH2), 66.33  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 117.08  (C6 phenoxy), 118.51,  (C2 phenoxy), 124.47 
(C4 phenoxy), 131.50  (C5 phenoxy), 131.68  (q), 160.74  (q, C1 phenoxy), 169.59  (q, C cyclobu‐












RP‐HPLC  (210 nm, gradient 1): 99 %  (tR=14.1 min,  k=4.6);  1H‐NMR  (600 MHz, methanol‐d4):  δ 
(ppm) 1.5‐1.51 (m, 1H, C‐H Pip), 1.67 (m, 4H, ‐NHCH2(CH2)2CH2NHCO‐), 1.73‐1.95 (m, 5H, C3,4,5‐
H Pip), 2.08 (qui, 2H, 3J=6.2 Hz, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 2.93 (m, 2H,  C2/6‐H Pip), 3.39‐3.944 (m, 4H, 
C2/6‐H  Pip,  ‐NHCH2(CH2)2CH2NHCO‐),  3.61  (m,  2H,  NHCH2(CH2)2CH2NHCO‐),  3.82  (m,  2H,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 4.12  (t, 2H,  3J=5.8 Hz,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.21  (s, 2H, PipCH2), 7.00‐7.03  (m, 
3H, C2,4,6‐H phenoxy), 7.16 (t, 2H, 3J=8.8 Hz, C‐H F‐benz.), 7.35 (t, 1H, 3J=8.1  Hz, C5‐H phenoxy), 
7.85 (m, 2H, C‐H F‐benz.); 13C‐NMR (150.95 MHz, methanol‐d4): δ (ppm) 22.71 (C Pip), 24.12 (2C, 









Chemicals  and  solvents were  purchased  from Merck  KGaA  (Darmstadt, Germany)  and  Sigma 
Aldrich GmbH (Munich, Germany) and used without further purification unless otherwise stated. 
The N‐succinimidyl [2, 3‐3H2] propionate solution in ethyl acetate/ hexane (9/1, v/v., 83 Ci/mmol, 
2 mCi/ml) was  from Hartmann Analytik GmbH  (Braunschweig, Germany)  and  the  Scintillation 
cocktail from Carl Roth GmbH (Rotiscint eco plus, Karlsruhe, Germany). The tritiated compound 
was analyzed and purified with a RP column (Synergi Hydro‐RP 250 xl 4.6mm, 4µm, Phenome‐
























unlabelled  ligand 8.10 was recorded at λ=290 nm (eluent: 0.05 % TFA  in MeCN/ 0.05 % TFA  in 
H20: 0 min: 20/80 (v/v), 3 7min: 30/70 (v/v), 38 min 90/10 (v/v), 48min 90/10 (v/v)). The stan‐
dard solutions were freshly prepared from a 1 mM solution of 8.10 in MeCN/ 0.05 % TFA: 20/80 







lation  cocktail.  In  a  third measurement  2.5  µl  of  the  stock  solution were  diluted  in  297.5  µl 
MeCN/TFA 0.05 % 20/80 (v/v). Finally 4.5 µl of this dilution were counted (in duplicate) in 3 ml 
scintillation cocktail. These three measurements resulted in a specific activity of 69.33 Ci/mmol 







Chemicals  and  solvents  (analytical  grade)  were  from  commercial  suppliers  unless  otherwise 
noted  (Merck KGaA  (Darmstadt, Germany), Sigma Aldrich GmbH (Munich, Germany). The used 





tillation  cocktail  from Carl Roth GmbH  (Rotiszint  eco plus, Karlsruhe, Germany).  Experimental 
data was analyzed with Sigma Plot 11.0 (Systat Software GmbH, San José, California, USA) and 
GraphPad Prism 4.02 software  (San Diego, CA, USA).   Presented Ki‐ and Kb’‐values were calcu‐






































Radioligand  binding  experiments were  performed  in  analogy  to  described methods16, 5.  They 
were conducted with Sf9  insect cell membranes expressing the hH2R‐GsαS fusion protein. Mem‐















bations were done  for 90 min at 22  °C and  shaking at 250  rpm  (saturation and  competition). 
Then bound  radioligand was  separated  from  free  radioligand by  filtration  through GF/C  filters 






In  kinetic  experiments  the membranes were  prepared  as  described  for  the  binding  assays  in 
5.7.2.7. Each  tube  contained 150 µl binding buffer  (12.5 mM MgCl2, 1 mM EDTA and 75 mM 
Tris/HCl, pH 7.4), 2 µl BSA 2 % (m/v), and 25 µl of the suspended membrane (hH2R‐GsαS ,50‐100 
µg/tube)  in  binding  buffer.  Association  and  dissociation  kinetic  experiments were  started  by 
addition of 5.10a  (c = 25 nM  for each  tube). The dilution of  the  radioligand  contained 3/5 of 
unlabelled  ligand and 2/5 of  tritiated radioligand  leading  to an end concentration of 25 nM  in 
each reaction tube. During incubation all tubes were shaken (250 rpm) at 22 °C. 
The  tubes  for  total binding  in association experiments additionally contained 25 µl H2O  (milli‐
pore), the tubes for unspecific binding 25 µl of a 1 mM or 500 µM solution of famotidine in H2O 
(millipore).  The  respective  radioligand was  added  at different  time  points  (0‐180 min)  to  the 
membrane containing tubes  (two tubes  for each time point to get the results  in duplicate). At 
certain time points (e.g. 6, 13, 20, 50, 70, 80, 100 and 120 min) famotidine (final conc.: 100 µM/ 
tube) was added simultaneously with 5.10a to determine the amount of unspecific binding. Af‐
ter the  last addition of radioligand  (after 180 min) bound radioligand was separated  from  free 
radioligand by filtration through GF/C filters (see 5.7.2.7), pretreated with 0.3 % (m/v) PEI solu‐
tion,  immediately. Three washing steps with 2 ml binding buffer  (4  °C)  followed. Thus  the  last 
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is  a  high  demand  for  appropriate  fluorescent  probes  for  high  throughput  screening3  of  large 


























unfavorable fluorescence properties.  In both cases, the  labelled  ligands were  inappropriate for 





Recent  results  from our work group  in  the neuropeptide Y  (NPY)1, 9, 19 and histamine  receptor 
field20 prove the applicability of red‐emitting dyes to avoid the aforementioned problems. Aim‐
ing at more potent and selective fluorescent ligands and improving the signal‐to‐noise ratio, the 












dard  component  of  flow  cytometers  and  confocal microscopes.  They  have  high  stokes  shifts 
resulting  in emissions > 600 nm. As we use  low molecular weight H2R antagonists for  labelling, 
introducing  bulky,  high  molecular  weight  fluorophores  could  considerably  impair  H2R  activ‐
ity/affinity. In this regard the use of the lower molecular weight pyrylium dyes should be advan‐
tageous. Although carboxyfluorescein is not a ideal fluorophore, this dye was used to label one 






The  pyrylium  (Py)  dyes,  also  called  chameleon  dyes,  undergo  a  rapid  reaction with  primary 
amines at a pH of 8‐9 at rt. Due to the ring transformation resulting in positively charged pyridin‐



































































Dyes  (cyanine,  Bodipy  and  carboxyfluorescein)  were  linked  to  the  compounds  via  a  ω‐






















number  of  different  fluorophores  (Scheme  6.5)  as  they were  considered  the most  promising 
precursors, expected to retain H2R affinity after coupling. Actually, maintained or even increased 
activity was achieved (see results). Therefore, rather weak H2R antagonists (e.g. cimetidine‐like 





Compd. n X Fl 
6.1 2 ‐NHCO‐ S0536 
6.2 5 ‐NHCO‐ S0536 
6.3 2 ‐NHC(NCN)NH‐  S0536 
6.4 6 ‐NHCN(CN)NH‐  S0536 
6.5 2 ‐NHCN(CN)NH‐  Bodipya  
6.6 2 ‐NHCN(CN)NH‐  Py1 














Compd.  n  Fluorophore  Compd. n Fluorophore
6.8  ‐  S0535  6.17 4 Dy675
6.9  2  S0536  6.18 6 Dy675
6.10  3  S0536  6.19 5 Bodipy 650/665‐X
6.11  4  S0536  6.20 6 Bodipy 650/665‐X
6.12  5  S0536  6.21 6 5‐SFX
6.13  6  S0536  6.22 6 S0535
6.14  7  S0536  6.23 4 Py5










The  fluorescent  H2R  antagonists  were  investigated  for  H2R  antagonism  in  the  steady  state 
GTPase  assay  at  the  gpH2R‐GsαsS and  hH2R‐Gsαs Sfusion  proteins23.  All  fluorescent  ligands were 
able  to  decrease  GTPase  activity  (antagonist mode)  in  a  concentration  dependent manner, 







Compd.  R  X Y Fluorophore (F) 







6.26      S0536 











which showed a tremendous  increase  in activity  (8  fold) compared  to  the cyanine  linked com‐
pounds (Kb’ = 132 nM). The same tendency in activity was obvious for roxatidine‐like ligands 6.1 
and  6.2  linked  to  S0536, which  achieved  Kb’‐values  in  the  low micromolar  range.  The named 




























  Kb’ [nM]  Kb’  [nM]  Emax 
Histamine  EC50 850 ± 340b  EC50990 ± 92b  1.00 
6.1  n.d.  2486 ± 691  ‐0.04 
6.2  n.d.  1054 ± 229  ‐0.03 
6.3  n.d.  2738 ± 849  ‐0.07 ± 0.02 
6.4  n.d.  1151 ± 4  ‐0.1 ± 0.03 
6.5  200 ± 24.7  132 ± 34  ‐0.22 ± 0.03 
6.6  n.d.  5450 ± 51  ‐0.05 ± 0.02 
6.7  n.d.  1276 ± 127  ‐0.13 ± 0.07 
6.8  n.d.  635 ± 326  ‐0.29 ± 0.04 
6.9  161 ± 27  176 ± 3  ‐0.02 ± 0.03 
6.10  81 ± 0.6  195 ± 10  ‐0.05 ± 0.03 
6.11  73 ± 15  113 ± 1.2  ‐0.03 ± 0.0 
6.11  49 ± 2  115 ± 27  ‐0.01 ± 0.01 
6.13  66 ± 10  87 ± 15  0.00 ± 0 
6.14  n.d.  175 ± 37  0.00 ± 0 
6.15  n.d.  72 ± 13  ‐0.11 ± 0.04 
6.16  2462 ± 36  1835 ± 151  0.19 ± 0.01 
6.17  n.d.  162 ± 51  ‐0.06 ± 0.03 
6.18  n.d.  183 ± 82  ‐0.24 ± 0.00 
6.19  n.d.  80 ± 53  ‐0.006 ± 0.08 
6.20  n.d.  30 ± 0.01  ‐0.23 ± 0.00  
6.22  n.d.  238 ± 90  ‐0.24 ± 0.00 
6.21  n.d.  1411 ± 395   ‐0.16 ± 0.01 
6.23  33 ± 14  22 ± 2  ‐0.08 ± 0.03 
6.24  n.d.  136 ± 23  ‐0.1 ± 0.1 
6.26  n.d.  1429  ‐0.12 ± 0.012 
6.27  n.d.  490 ± 202  ‐0.17 ± 0.06 
6.28  n.d.  1485 ± 138  ‐0.19 ± 0.00 
6.29  n.d.  > 5000  ‐0.19 ± 0.01 
a steady state GTPase assay on Sf9 cell membranes; c.  ligands: 1 nM  ‐ 100 µM;  typical GTPase activities 
(stimulation with 1 µM HIS (gpH2R/hH2R): 3.5‐7 pmol x mg‐1 x min‐1; Emax= efficacy relative to histamine, 
































nM  (KD= 5.1 nM). The  fluorescent  compounds displaced  the  radioactive  tracer  [3H]NAMH  in a 











Compd.  Kb’  [nM]  Emax  Ki  (KD) [nM] 
Histamine   EC50 25 ± 3c  1.00   
[3H]NAMH  ‐  ‐  (5.1)d 
JNJ5207852  4.3 ± 0.64  ‐0.88 ± 0.12  n.d 
Thioperamide  97 ± 18  ‐0.66 ± 0.1  n.d 
6.1  n.d.  n.d.  n.d 
6.2  1756 ± 872  ‐1.01 ± 0.3  425 ± 87 
6.3  249  ‐1.18 ± 0.13  247 ± 15 
6.4  210  ‐0.24  96 ± 75 
6.5  222 ± 98  ‐1.34 ± 0.15  104 ± 73 
6.6  n.d.  n.d.  923 ± 402 
6.7  657 ± 308  ‐1.2 ± 0.12  32 ± 12 
6.8  9742  ‐0.34 ± 0.04  n.d 
6.9  223 ± 121  ‐1.08 ± 0.25  n.d 
6.10  779 ± 445  ‐1.07 ± 0.28  n.d 
6.11  223 ± 53  ‐0.95 ± 0.34  276 ± 68 
6.12  44 ± 8  ‐1.16  175 ± 29 
6.13  313 ± 173  ‐1.06 ± 0.14  168 ± 30 
6.14  73 ± 33  ‐0.93 ± 0.27  n.d 
6.15  225 ± 60  ‐1.13  n.d 
6.16,  320 ± 124  ‐0.87 ± 0.04  n.d 
6.17,  228 ± 188  ‐1.04 ± 0.28  586 ± 152 
6.18  n.d.  n.d.  n.d 
6.19  396 ± 80  ‐0.93 ± 0.25  100 ± 24 
6.20,  244 ± 177   n.d.  126 ± 79 
6.21,  1362 ± 2  ‐0.73 ± 0.14.  n.d 
6.22  n.d.  n.d.  n.d 
6.23  264 ± 112  ‐0.82 ± 0.06  600 ± 36 
6.24  692 ± 498  ‐0.2 ± 0.08  1046 ± 160 
6.26  720.2  n.d.  1414 ± 39 
6.27  4411  ‐0.16  836 ± 83 
6.28  5319  ‐0.14 ± 0.05  903 ± 273 
6.29  140 ± 100  n.d.  n.d 











sorbed photons. Determination of quantum yields  (Φ) was performed  in  three different  solu‐
tions, phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4), PBS containing 1 % bovine serum albumin (BSA) 
and in ethanol. By investigating the quantum yield in the presence of 1 % BSA (in PBS), the influ‐
ence  of  proteins  on  fluorescence  properties  could  be  studied  and  assay  conditions  could  be 
simulated.  Selected  compounds, especially  those with high affinity  in  flow  cytometric binding 
assays, were  investigated  (Table 6.3).  The  fluorescence properties were not  remarkably  influ‐





9  to 30 %  (2  to 5  fold compared  to PBS + 1 % BSA).  In case of  the dyomics dyes  (Dy675 and 
Dy630) low quantum yields (e. g. 10 %  in the case of 6.19) in ethanol were measured, whereas 




compared  to  the other  ligands. Electrostatic  interactions of  fluorophores with proteins and/or 
rigidization effects can  lead  to an  increase  in  the quantum yield and  in a shift of  the emission 
wavelengths.  Increased quantum yields  in buffers  containing BSA was observed  for all  fluoro‐
phores,  indicating that  ‐ to a certain extent  ‐ such effects could play a role, although these ef‐










    λex/ λem  Φ [%]  λex/ λem  Φ [%]  λex/ λem  Φ [%] 
6.2  S0536  643/666  22 ± 0.7  666/672  38 ± 3  650/670   31 ± 3 
6.4  S0536  643/666  31 ± 2  666/672  78  650/671  51 ± 4 
6.5  “Bodipy”  652/667  0.7  661/671  27 ± 2  600/664  8 ± 3 
6.11  S0536  643/666  31 ± 2  666/673  62 ± 5  650/670  41 ± 5 
6.14  S0536  643/666  21 ± 4  666/ 675  64 ± 6  650/670  45 ± 4 
6.17  Dy675  675/703  28  677/702  37 ± 5  678/701  10 ±1 
6.19  “Bodipy”  651/669  1 ±0.2  663/670  28 ± 2  652/665  40 ± 3 
6.23  Py5  450/695  2 ± 0.1  487‐
505/641 
7 ± 4  500/700  3 ± 0.3 
6.27  Dy630  630/654  9 ± 0.4  640/654  35  638/658  8 ± 0.7 
6.26  S0536  647/664   18 ± 1  666/676  40 ± 3  650/670  40 ± 3 
6.29  S0535  n.d.  n.d.  684/697  70 ± 9  674/694  26 ± 3 






using  HEK293‐hH2R‐qs5‐HA  cells.  These  investigations  showed  that,  in  principle,  saturation 
curves can be constructed when the ligands have Kb’‐values below 1000 nM (see Table 6.2) in the 
GTPase assay. From the potentidine‐like cyanoguanidine and amide series four substances (6.2, 
















Compd.  KD  [nM]  Compd.  KD [nM] 
6.1  n.d.  6.15  322 ± 95 
6.2  397 ± 68  6.16  h.u.b. 
6.3  357 ± 117  6.17  90 ± 17 
6.4  n.d.  6.18  146 ± 46 
6.5  43 ± 14  6.19  49 ± 14 
6.6  ‐  6.20  35 ± 9 
6.7  h.u.b.  6.21  h.u.b. 
6.8  276 ± 72  6.22  1783 
6.9  461 ± 222   6.23  181 ± 38 
6.10  353 ± 59  6.24  >3000 
6.11  804 ± 53  6.26  h.u.b. 
6.12  331 ± 9  6.27  1481 ± 695 
6.13  166 ± 39  6.28  n.d. 





two‐  to  three‐digit nanomolar  range were determined  from  saturation  curves,  and unspecific 
binding was low (10‐30 %). Exceptions in terms of unspecific binding were 6.16 (linked to S0586) 










Results  for 6.19 and 6.20 were  in  the  same order of magnitude  regarding KD‐values and  spe‐
cific/unspecific  binding.  Cyanine  dye  S0536  coupled  ligands  and  the  Py‐5  coupled  compound 
showed a  lower affinity  than expected  from  the GTPase assays, but regardless of  that, affinity 
was sufficiently high to get reliable results (e.g. KD = 166 nM for 6.13, KD = 181 nM for 6.23). As 














































a  concentration‐dependent manner.  Calculated  Ki‐values  (Table  6.5) were  in  agreement with 
data from radioligand binding experiments with [3H]tiotidine30 performed in our laboratory, us‐
ing the same cell type. Anyway, the affinities of histamine, dimaprit and arpromidine were dif‐




Compd.  KD [nM]  Compd.  KD [nM] 




















































6.23 a  6.13 b  6.17 c  Lit. Data d 
Histamine  138 ± 15  11.6 ± 3.3  40 ± 7  118 ± 54 a 
Arpromidine  9.0 ± 1.9  3.5 ± 1.3  11.2 ± 3  5.4 ± 1.3 a 
Dimaprit  116 ± 39  305 ± 48  350 ± 26  67 ± 20 a 
Cimetidine  1.9 ± 0.4  0.26 ± 0.097  0.85 ± 0.25  ‐ 
Ranitidine  0.60 ± 0.16  0.41 ± 0.07  0.46 ± 0.09  0.17± 0.01 a 





















































Figure  6.5:  Colocalisation  experiments  (6.13); 
HEK293  FLAG‐hH2R‐His6  cells were  fixed with  4 % 
PFA as previously described (hH2R‐immunostaining: 
rabbit‐anti‐FLAG‐Antibody,  Cy2‐conj.  2nd  anti‐
body); Cy2‐conj. 2nd antibody attached to the hH2R 
in  green  (488/LP505,  71  µm);  in  red:  6.13  (633 





cent  ligand  and  stained  receptor was  observed  (Figure  6.6,  colocalisation  visible  as white  re‐







































































































Bodipy  and  Py dyes  turned out  to be  favourable  as  labels. By  contrast  the  fluorescein  linked 
compound, a moderate antagonist, with high unspecific binding was inapplicable to fluorescence 
based methods, thus substantiating results from previous studies10‐11.  
In  the S0536 coupled  set of compounds a  tendency  towards higher potency at  the hH2R with 
spacer  lengths  of  4‐8 methylene  groups was  observed  (GTPase  assays,  exception:  6.14).  This 
phenomenon was less pronounced than for the parent compounds, and not obvious in the cellu‐
lar assay, suggesting a minor contribution of the spacer length to potency. Comparing the poten‐



















the affinity of  the agonists histamine,  arpromidine  and dimaprit was  lower  than  reported  for 
GTPase assays  (Sf9  cell membranes expressing  the hH2R GsαS fusion protein24) and  radioligand 
binding assays ([125I]IAPT; CHO cells expressing the H2R31). These test sytems differ with respect 
to conditions (solvents, volumes, incubation times, whole cells versus membranes) and receptor 








like H2R  antagonists with  different  alkyl  spacers.  The  fluorophores were  attached  to  primary 
amino groups by acylation with succinimidyl esters or by reaction with pyrylium dyes. The syn‐
thesized derivatives proved to be potent and selective for the H2R compared to the H1R and H4R. 





urements due  to a  favorable signal‐to‐noise  ratio. Anyway both kinds of dyes  (cyanine and Py 












Chemicals  and  solvents were  purchased  from  commercial  suppliers Merck  KGaA  (Darmstadt, 
Germany), Acros Organics (Geel, Belgium) and Sigma Aldrich GmbH (Munich, Germany) and used 
without further purification unless otherwise stated. DMF was stored over 3 Å molecular sieves. 
Pyrylium dyes Py‐1 and Py‐5  (tetrafluoroborate  salts) were kindly provided by  the  Institute of 
Analytical Chemistry, Chemo‐  and Biosensors  at  the University  of Regensburg  (Prof. Dr. O.  S. 
158  Chapter 6   
Wolfbeis).  These  dyes  are  also  commercially  available  from  Active  Motif  Chromeon 
(www.activemotif.com).  The  succinimidyl  esters of  fluorescent dyes  S0536,  S0535,  and  S0586 
were obtained from FEW Chemicals (Bitterfeld‐Wolfen, Germany), Dy630 and Dy675 from Dyo‐
mics  (Jena,  Germany).  The  succinimidyl  ester  of  Bodipy650/665‐X  (SE)  and  6‐(fluorescein‐5‐


















tion of MeCN  in  the  starting eluent. MeCN was  removed under  reduced pressure and  the  re‐















yield  0.56 mg,  43 %;  RP‐HPLC  (210  nm,  gradient  1,):  98.1 %,  (tR=  20.37 min,  k=  7.0);  ESMS: 






























































yield  0.82 mg,  (39 %);  RP‐HPLC  (210nm,  gradient  1,):  98.4 %,  (tR =  19.6 min,  k  =  6.7);  ESMS: 










Compound 3.14  (0.9 mg, 2 µmol, 2 eq)  in 0.5 ml MeOH + Et3N  (pH 8‐9); S0536  (0.63 mg, 0.9 
µmol, 1 eq)  in 1 ml MeOH; preparative HPLC  (system 1, 254 nm); product as blue  semi  solid, 
yield 0.36 mg, 32 %; RP‐HPLC (210 nm, gradient1,): 99 %, (tR = 20.9 min, k = 7.2); ESMS: (CH2Cl2/ 
162  Chapter 6   



















Compound 3.11  (1.3 mg, 3.1 µmol, 1.9 eq)  in 1 ml MeOH + Et3N  (pH 8‐9); Dy675  (1.3 mg, 1.6 
µmol, 1 eq)  in 1 ml MeOH; preparative HPLC  (system 1, 220 nm); product as blue  semi  solid, 
yield 0.77 mg (37 %); RP‐HPLC: (210 nm, gradient: A/B 0min 35/66, 20min 90/90, 30 min 90/10) 





µmol, 1 eq)  in 1 ml MeOH; preparative HPLC  (system 1, 220 nm); product as  semi blue  solid, 
yield 0.77 mg (16 %); RP‐HPLC (gradient: A/B 0min 40/60, 20min 90/90 30min90/90) flow: 0.7) 








































yield 0.62 mg  (41 %); RP‐HPLC:  (gradient: 1, 220 nm) 92 %  (tR= 19.7 min, k= 6.8); ESMS:   m/z 























described above. MeCN was  removed  from  the product  fractions under  reduced pressure and 












































excitation  wavelength.  As  excitation  wavelength  the  absorption  maximum  (e.g.  Py‐labelled 

































After  recording excitation and emission  spectra  (including  reference  spectra)  the absorption – 
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mined  for each  concentration of  fluorescent  ligand. Both  solutions  (1 and 2 or 1 and 3) were 
added  simultaneously  to  the  cell  containing  tubes and  incubated  for 37 min  at  rt under  light 
protection.  Flow  cytometric measurements were  done  as  depicted  in  Table  6.8.  Competition 
binding  experiments were  done  using  the  same  conditions  as  for  saturation  binding  experi‐







specific binding  (geometric mean)  from  the geometric mean of  the  sample  representing  total 
binding (fluorescent ligand). Unspecific binding was determined with the standard curves, linear 
curve option. Curve  fitting  for total and specific binding was done according to  ligand binding, 
one  site  saturation  option  to  calculate  the  KD‐value.    Competition  binding  experiments were 
analyzed  subtracting  the geometric mean of  the  samples  for unspecific binding  from  the geo‐
metric mean of the  investigated  ligand (total binding) to get specific binding.  IC50 values of the 





All  chemicals,  solvents  and  culture media were  purchased  from  commercial  suppliers  (Sigma 
Aldrich GmbH, Munich, Germany). The used chambered coverglasses  (8 chambers) were Nunc 
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kylamine derivatives as histamine 








heteroreceptor,  the H3R  regulates  the  release  of  other  neurotransmitters  (e.g.  acetylcholine, 





tions  (see  reviews  3‐5)  or  in 
preclinical  evaluation  proc‐
esses6,  but  to  date  there  ex‐
ists no clear proof of concept. 







sant5, 12) and  JNJ2858386713  (Figure 7.1). The  latter combines H3R‐ antagonistic properties with 
the blockade of serotonin re‐uptake with the intention to treat depression3, 13.  
Evaluations  of  a  pharmacophore model  for  this  kind  of  ligands  started  from  imidazole‐based 
compounds, refining the model for non‐imidazole H3R‐ ligands4 (Figure 7.2). Most of these “non‐
imidazoles” consists of a basic moiety, connected via a spacer to a (phenyl‐like) core structure 
and a more variable  region,  i. e. a polar group,  second basic moiety or  lipophilic  residue4  (for 
variations cf.  ref.9). Most potent  ligands are varied  in  the “eastern part” of  the molecule. The 























The benzylpiperidine 7.3 was obtained  from p‐hydroxybenzaldehyde by analogy with  the  syn‐
thesis of the H2R potentidine‐like compounds. The Leuckart Wallach reaction using formic acid 













n  ‐  ‐  3,  4  ‐  2  ‐  2 
 
Scheme 7.1: Synthesis of building blocks for the preparation of 3‐[4‐(piperidin‐1‐ylmethyl)phenoxy]‐
propylamine‐type H3R  antagonists. Reagents  and  conditions:  (a) HCOOH,  reflux, 2 h,  (b) dichloro‐












amine was  heated  to  105  °C  for  18  ‐  24  h  giving  the  desired  products  (7.8,  7.9,  7.14,  and 
JNJ5207852)  in  30  to  90 %  yield  (after  extraction  and  purification).  Reductive  amination, O‐
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esters  of  propionic‐  and  4‐F‐
benzoic  acid  (7.17,  7.18)  ac‐
cording  to  the  procedure  de‐
scribed  for  the  H2‐receptor 
radioligands  in  chapter  3  (see 
Scheme  7.4).  Labelling  with 
7.18  afforded  the  two  fold 
acylated  products  7.10  and 
7.11. With  respect  to  radiola‐
belling  conditions,  this  proce‐





the  bulkier  succinimidyl  4‐








Compd  R1  R2  n  Compd  R1  R2  n
7.10      3  7.12  H  3










with Kb’‐ values  in  the  low nanomolar  range  (5.2 – 121 nM) except  for 7.6. This class of com‐




ing  a  tetramethylene  spacer  and  a  fluorobenzoyl  residue, was  in  the  same  range  as  that  of 








  Kb’ [nM]  Emax  Ki (KD) [nM] 
Histamine  EC50 25 ± 3 b  1.00  ‐ 
[3H]NAMH  ‐  ‐  (5.1)c 
JNJ5207852  4.3 ± 0.6  ‐0.88 ± 0.12  2.3 
JNJ7753707  4 ± 2  ‐0.9  0.33 
Thioperamide  97 ± 18  ‐0.66 ± 0.1  n.d. 
7.6  773 ± 327  ‐0.12 ± 0.02  1709 ± 930 
7.7  70 ± 14  ‐0.18  77 ± 14 
7.8  49 ± 16  ‐0.92 ± 0.02  70 ± 15 
7.9  60 ± 16.6  ‐0.85 ± 0.0  45 ± 16 
7.10  51 ± 32  ‐0.2 ± 0.01  132 ± 42 
7.11  32 ± 3  ‐0.22 ± 0.01  111 ± 34 
7.12  36 ± 25  ‐0.22 ± 0.02  89 ± 21 
7.13  5.2 ± 0.6  ‐0.24 ± 0.02  3.4 ±0.9 
7.16  121 ± 110  ‐0.17 ± 0.02  197 ±19 






























  Kb’ [nM]  Kb’ [nM]  Ki (KD) [nM]  Ki (KD) [nM] 
Histamine  EC50: 990 ± 
92b  1.00  EC50: 12 ± 3d  ‐ 
[3H]UR‐
PI294  ‐  ‐  ‐  (7.5)
c 
7.6  >5000  ‐0.2 ± 0.07  >3000  n.d 
7.8  >5000  0.01 ±0.03  >5000  >5000 







7.10  n.d  ‐0.1 ±0.03  >5000  n.d 
7.12  n.d  0.01 ±0.03  >5000  n.d 





















This  is  also  supported  by  4‐F‐benzamides  and  propionamides.  Compound  7.13  proved  to  be 
comparable in activity H3R‐ antagonistic to the JNJ substance. Thus, the 18F‐labelled form of 7.13 
might be suitable as a  radiotracer  for PET  imaging. Except  for  the squaramide 7.16 all  investi‐
gated H3R‐ antagonists exhibited high  selectivity  for  the hH3R over  the other histamine  recep‐
tors. Squaramide 7.16 differs from the squaramides presented in chapter 3 (e.g. 3.11) only in the 
substitutional  pattern:  para  substitution  for  the  H3R‐  ligand, meta  substitution  for  the  H2R‐ 
ligand. The  two  ligands  (3.11, 7.16) had comparable activities at  the hH3R and hH2R. The para 






























4‐Hydroxybenzaldehyde  or  4‐(piperidin‐1‐ylmethyl)phenol  (1  eq) was  suspended  in  100 ml  of 
acetone. After addition of 1‐bromo‐3‐chloropropane (2 eq) and K2CO3 (2.9‐3.0 eq), the suspen‐
sion was  refluxed  for 20‐30 h.  Insoluble material was  filtered off, and  the  solvent was evapo‐












1H‐NMR:  (300  MHz,  CDCl3):  δ  (ppm)  2.34‐2.32  (OCH2CH2CH2Cl),    3.76  (t,  2H,  3J=6.2  Hz,  ‐
OCH2CH2CH2Cl), 4.21 (t, 2H, 3J=5.9 Hz,  ‐OCH2CH2CH2Cl) 7.01 (d, 2H, 3J=8.7 Hz, C2,6‐H phenoxy), 
7.83‐7.86 (m, 2H, C3,5‐H phenoxy), 9.89 (s, 1H, OH); 13C‐NMR (75.5 MHz, CDCl3): δ (ppm) 31.99, 
41.23, 64.61  (OCH2CH2CH2NH‐), 114.77  (2C C2,6‐phenoxy), 130.1  (q, C4‐phenoxy), 132.03  (2C, 













were  dissolved  in  dichloroethane  (50 ml)  before  addition  of  1.4  eq  sodium  triacetoxyboro‐
hydride (NaBH(OAc)3). The solution was stirred for 18‐48 h and then treated with 10 % aqueous 











the  aqueous phase,  and  the  extraction was  completed with diethyl  ether.  The organic  layers 
were treated as described yielding 3.8 g (81 %) of a yellow solid. Mp: 136 °C 








tion of  sodium  chloride  solution  for phase  separation. The  combined phases were  treated  as 
described, yielding 1.13 g of the product (76 %). 
1H‐NMR:  (300  MHz,  CDCl3):  δ  (ppm)  1.42‐1.60  (m,  6H,  C3,4,5‐H  Pip),  2.19‐2.27  (m,  2H,  ‐
OCH2CH2CH2Cl),  2.35  (m,  4H,  C2,6‐H  Pip),  3.41  (s,  2H,  PipCH2),  3.75  (t,  2H,  3J=6.4  Hz,  ‐
OCH2CH2CH2Cl), 4.1 (t, 2H, 3J=5.8 Hz, ‐OCH2CH2CH2Cl) 6.85 (d, 2H, 3J=8.6 Hz, C2,6‐H phenoxy), 7.2 
(m, 2H, 3J=8.6 Hz, C3,5‐H phenoxy), 9.89 (s, 1H, OH); 13C‐NMR (75.5 MHz, CDCl3): δ (ppm) 24.41, 
25.96,  32.34  (OCH2CH2CH2Cl),  41.26  (‐OCH2CH2CH2Cl),  54.35,  63.23  (OCH2CH2CH2Cl),  64.23, 




Ligand 7.4  (400 mg, 1.49 mmol, 1 eq),  isoindoline‐1,3‐dione  (219.8 mg, 1.49 mmol, 1 eq) and 
potassium carbonate (206 mg, 1.49 mmol, 1 eq) were suspended in 40 ml of DMF and refluxed 
for 18 h.  Ice water was added and the organic  layer was extracted with CHCl3. The CHCl3 phase 




sure. The  compound was purified by  flash chromatography  (silica gel) using CH2Cl2  to  remove 
impurities and the methanol as eluent. The product was obtained as yellow oil (260 mg, 46 %). 
1H‐NMR:  (300  MHz,  CDCl3):  δ  (ppm)  1.41‐1.59  (m,  6H,  C3,4,5‐H  Pip),  2.12‐2.22  (m,  2H,  ‐
OCH2CH2CH2Cl),  2.35  (m,  4H,  C2,6‐H  Pip),  3.40  (s,  2H,  PipCH2),  3.90  (t,  2H,  3J=6.9  Hz,  ‐
OCH2CH2CH2Cl), 4.01 (t, 2H, 3J=6.1 Hz,  ‐OCH2CH2CH2Cl) 6.75 (d, 2H, 3J=8.6 Hz, C2,6‐H phenoxy), 
7.16  (m,  2H,  3J=8.6  Hz,  C3,5‐H  phenoxy),  7.69‐7.72  (m,  2H,  phthalimido),  7.82‐7.85  (m,  2H, 
phthalimido);  13C‐NMR (75.5 MHz, CDCl3): δ (ppm) 24.35 (C4 Pip), 25.85 (2C, C3,5 Pip), 28.36 (‐











RP‐HPLC  (220 nm, gradient 1): 99 %  (tR= 4.6 min, k=0.8);  1H‐NMR:  (300 MHz, methanol‐d4):  δ 
(ppm) 1.45‐1.95  (m, 6H, C3,4,5‐H Pip  ), 2.17‐2.20  (m, 2H,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 2.86‐2.95  (m,4H, 
C2/6‐H Pip), 3.15 (t, 2H, 3J=7.4 Hz, , ‐OCH2CH2CH2NH‐), 3.4‐3.44 (m, 2H, C2/6‐H Pip) 4.14 (t, 2H, 
3J=5.8 Hz, ‐OCH2CH2CH2NH) 4.2 (s, 2H, PipCH2), 7.05 (d, 2H, 3J=8.7 Hz, C2,6‐H phenoxy), 7.42 (d, 
2H,  3J=8.7 Hz,  C3,5‐H  phenoxy);  13C‐NMR  (100.6 MHz, methanol‐d4):  δ  (ppm)  22.79  (C4‐Pip), 
24.13 (2C, C3,5‐Pip), 28.36 (‐OCH2CH2CH2NH‐), 38.5 (OCH2CH2CH2NH‐), 53.71(2C, C2,6‐Pip), 61.26 














Insoluble material was  filtered  off  and  the  solvent was  evaporated  (sticky  yellow  solid).  The 
compound was purified by  flash chromatography  (silica gel) with CH2Cl2/methanol = 8/2,  then 
6/4, then 1/1 to give 59 mg (29 %) of the product.  
1H‐NMR:  (600 MHz, methanol‐d4):  δ  (ppm) 1.42  (s, 6H, CH3), 1.46‐1.63  (m, 6H,C3,4,5‐H Pip  ), 
1.85‐1.88 (m, 2H, CH2 piperidin‐4‐amine), 1.89 (s, 3H, CH3), 1.94‐1.99 (m, 2H, OCH2CH2CH2NH‐), 
2.13  (t, 2H,  3J=11.1 Hz, C2/6‐H Pip), 2.49  (m, 2H, CH2 piperidin‐4‐amine), 2.54‐2.57  (m,  2H,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐), 2.65  (s, 3H, CH3), 2.93‐2.95  (m, 2H, C2/6‐H Pip) 3.51  (s, 2H, PipCH2), 4.00  (t, 
2H, 3J=6.1 Hz,  ‐OCH2CH2CH2NH) 6.87  (d, 2H, 3J=8.6 Hz, C2,6‐H phenoxy), 7.32 (d, 2H, 3J=8.6 Hz, 
C3,5‐H phenoxy); 13C‐NMR (150.95 MHz, methanol‐d4): δ (ppm) 24.18 ( 2C, CH3), 24.89 (C4‐Pip), 
26.1  (2C, C3,5‐Pip), 27.67  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 28.77, 32.31, 32.70, 40.43  (2C), 53.55  (2C, C2,6‐
Pip),  54.93,  56.37  (OCH2CH2CH2NH‐),  63.70  (Pip‐CH2),  64.30,  67.23  (‐OCH2CH2CH2NH‐),  79.97, 



















H  phenoxy);  13C‐NMR  (150.95 MHz,  DMSO‐d6):  δ  (ppm)  24.67  (C4‐Pip),  25.91  (2C,  C3,5‐Pip), 













RP‐HPLC  (220 nm): 0.00 min 7/93, 20.00 min 40/60, 99 %  (tR=10.8 min, k=3.3);  1H‐NMR:  (300 
MHz,  methanol‐d4):  δ  (ppm)  1.45‐1.62  (m,  2H,  C4‐H  ),  1.64‐1.73  (m,  8H,  C3,5‐H,  ‐
NHCH2CH2CH2CH2NH2), 2.04‐2.12 (m, 2H, ‐OCH2CH2CH2NH‐), 2.57 (m, 4H, C2/6‐H Pip), 2.80‐2.87 
(m, 2H,  ‐NCH2CH2CH2CH2NH‐), 2.87‐2.92  (m, 2H,  ‐NCH2CH2CH2CH2NH2), 2.97  (t, 2H,  3J=7.4 Hz,  ‐
NHCH2CH2CH2NH2), 3.6  (s, 2H, Pip‐CH2), 4.08  (t, 2H,  3J=6.0 Hz,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 6.92  (d, 2H, 
3J=8.6  Hz,  C2,6‐H  phenoxy),  7.28  (d,  2H,  3J=8.6  Hz,  C3,5‐H  phenoxy);  13C‐NMR  (150.95 MHz, 
methanol‐d4):  δ  (ppm)  24.07  (C4‐Pip),  25.53  (2C,  C3,5‐Pip),  27.73  (C‐propyl),  28.65  (‐
OCH2CH2CH2NH‐), 37.74  (C‐propyl), 45.64  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 46.31  (C‐propyl), 53.73  (2C, C2,6‐











1.79‐1.90  (m, 4H, C‐H Pip), 2.04‐2.12  (m,2H,  ‐OCH2CH2CH2NH), 2.93  (m, 2H, C2/6‐H Pip), 3.18‐
3.25  (m,  2H,  ‐CH2CH3),  3.4  (m,  2H,  C2/6‐H  Pip),  3.79‐3.83  +3.62‐3.67  2x  (m,  1H,  
‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.10‐4.14  (m, 2H, OCH2CH2CH2NH‐), 4.21  (s, 2H, PipCH2), 6.97‐7.00  (m, 2H, 
C2,6‐H  phenoxy),  7.40‐7.45  (m,  2H,  C3,5‐H  phenoxy);  13C‐NMR  (100.6 MHz, methanol‐d4):  δ 
(ppm)  16.16  (C,  CH3),  22.80  (C4‐Pip),  24.16  (2C,  C3,5‐Pip),  31.18  (‐OCH2CH2CH2NH‐),  43.08 
(OCH2CH2CH2NH‐),  53.71  (2C,  C2,6‐Pip),  61.26  (Pip‐CH2),  66.40  (‐OCH2CH2CH2NH‐),  70.70  (‐
CH2CH3), 116.02 (2C C2,6‐phenoxy), 122.36 (q, C4‐phenoxy), 133.99 (2C, C3,5‐phenoxy), 161.61 






(240 mg,  2.7 mmol,  20  eq),  dissolved  in  5 ml  of methanol, was  added  and  the  solution was 
stirred overnight. Subsequently the solution was concentrated and diethyl ether was added to 
get  crystals. As  the  formed  yellow  crystals  contained  impurities, 46 mg of  the  crude product 
were  purified by  preparative HPLC  (system  2,  220  nm). After  evaporation of  acetonitrile  and 
lyophilisation 19.19 mg (22 %) of the product were obtained as yellow oil. 
 










42.52  (‐OCH2CH2CH2NH‐),  44.56  (C‐butyl),  55.05  (2C,  C2,6‐Pip),  63.87  (Pip‐CH2),  66.04  (‐
OCH2CH2CH2NH‐),  115.29  (2C  C2,6‐phenoxy),  122.69  (q,  C4‐phenoxy),  130.57  (2C,  C3,5‐, 
phenoxy),  159.78  (q,  C1‐phenoxy),  172.64  (q,  cyclobutenyl),  183.54  (q,  cyclobutenyl);  LSIMS: 









RP‐HPLC  (220 nm,  gradient 1): 95 %  (tR=4.5 min,  k=0.8);  1H‐NMR:  (600 MHz, methanol‐d4):  δ 
(ppm)  1.47‐1.83  (m,  4H,  2x  CH2  Pip  ),  1.91‐2.02  (m,  4H,  2x  CH2  Pip),  2.24‐2.29  (m,  4H,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐,  CH2  piperidin‐4‐amine),  2.89‐2.92  (m,  2H,  C2/6‐H  Pip),  3.33  (m,  2H,  CH2 
piperidin‐4‐amine),  3.34  (m,  6H,  ‐OCH2CH2CH2NH‐,  CH2  piperidin‐4‐amine),  3.4‐3.42  (m,  2H, 
C2/6‐H Pip) 3.48 (m, 1H, CH piperidin‐4‐amine), 3.74 (m, 2H, CH2 piperidin‐4‐amine), 4.13 (t, 2H, 
3J=5.8 Hz,  ‐OCH2CH2CH2NH) 4.2 (s, 2H, PipCH2), 7.02 (d, 2H, 3J=8.7 Hz, C2,6‐H phenoxy, 7.41 (d, 
2H,  3J=8.7 Hz, C3,5‐H phenoxy);  13C‐NMR  (150.95 MHz, methanol‐d4):  δ  (ppm) 22.74  (C4‐Pip), 
24.09  (2C, C3,5‐Pip), 25.32  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 28.7, 46.83, 49.85, 51.99, 53.69  (2C, C2,6‐Pip), 
55.71  (OCH2CH2CH2NH‐), 61.23  (Pip‐CH2), 66.08  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 116.13  (2C C2,6‐phenoxy), 






















(ppm)  1.04‐1.12  (m,  6H,  CH3),  1.46‐1.53  (m,  1H,  CH2  Pip),  1.67‐1.83  (m,  5H  CH2  Pip,  ‐
NCH2CH2CH2NHCO‐), 1.92‐1.95 (m, 2H, CH2 Pip), 2.00‐2.09 (m, 2H, ‐OCH2CH2CH2‐), 2.19 (qua, 2H, 
3J=7.6 Hz,  ‐CH2CH3), 2.39  (m, 2H,  ‐CH2CH3), 2.89‐3.13  (m, 2H, C2/6‐H Pip), 3.13‐3.18  (m, 1H,  ‐
NHCH2CH2CH2NCO‐),  3.19‐3.20  (m,  1H,  ‐NHCH2CH2CH2NCO‐),  3.35‐3.39  (m,  2H,  ‐
NHCH2CH2CH2NCO‐), 3.41‐3.43 (m, 2H, C2/6‐H Pip), 3.50‐3.52 (m, 1H, ‐OCH2CH2CH2‐), 3.54‐3.57 
(m,  1H,  ‐OCH2CH2CH2‐),  4.02  (t,  1H,  3J=6.1  Hz,  ‐OCH2CH2CH2NH‐),  4.05  (t,  2H,  3J=5.7  Hz,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐) 4.2‐4.21 (m, 2H, Pip‐CH2), 7.02 (dd, 2H, 3J=5.8 Hz, 3J=11.6 Hz, C2,6‐H phenoxy), 
7.4  (dd,  2H,  3J=5.8  Hz,  3J=11.6  Hz,  C3,5‐H  phenoxy);  13C‐NMR  (150.95 MHz, methanol‐d4):  δ 
(ppm)  10.03  (C,  CH3),  10.52  (C,  CH3),  22.74  (C4‐Pip),  24.12  (2C,  C3,5‐Pip),  27.08  +  27.20  (C,‐
CH2CH3), 28.49+ 28.49  (C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐,  ‐N‐CH2CH2CH2NHCO‐), 29.34  (C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 
29.9 (C, ‐N‐CH2CH2CH2NHCO‐), 30.22 + 30.29 (C,‐CH2CH3), 37.78 + 37.89 (C, ‐N‐CH2CH2CH2NHCO‐
), 44.46+ 44.49  (C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐,  ‐N‐CH2CH2CH2NHCO‐), 45.87  (C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 47.13 
(C,  ‐N‐CH2CH2CH2NHCO‐),  53.7  (2C, C2,6‐Pip), 61.36  (Pip‐CH2), 66.11+ 67.1  (‐OCH2CH2CH2NH‐), 















(ppm)  1.04‐1.11  (m,  6H,  ‐CH2CH3  ),  1.44‐1.63  (m,  6H,  ‐C3,4,5‐H  Pip),  1.70‐1.93  (m,  4H,  ‐
NCH2CH2CH2CH2‐NHCO‐), 2.00‐2.09  (m, 2H,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 2.15‐2.20  (m, 2H,  ‐CH2CH3) 2.39 
(qua, 2H, 3J=7.5 Hz, CH2CH3), 2.9 (m, 4H, C2/6‐H Pip‐NCH2CH2CH2CH2‐NHCO‐), 3.15‐3.19 (m, 2H, ‐
NCH2CH2CH2CH2‐NHCO‐),  3.34‐  3.37  (m,  2H,  C2/6‐H  Pip)  3.49‐3.51  (m,  1H,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 
3.34‐3.67  (m, 1H,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.02  (t, 1H,  3J=6.1 Hz,  ‐OCH2CH2CH2‐), 4.03‐4.06  (m, 1H,  ‐






Compound  7.8  (16 mg,  52.4  µmol,  1  eq)  and  succinimidyl  4‐fluorobenzoate.  (14.1 mg,  59.44 
µmol, 1.1 eq) were used  to synthesise compound 7.12 according  to procedure 4. The solution 
containing 7.12 was adjusted to a volume of 5 ml with acetonitrile/0.1 % TFA (20/80) and puri‐







(m,  2H,  C2/6‐H  Pip),  3.5  (t  ,  2H,  3J=6.5  Hz,  ‐NHCH2CH2CH2NHCO),  4.19  (t,  1H,  3J=5.8  Hz,  ‐
OCH2CH2CH2NH‐),  4.21  (s,  2H,  Pip‐CH2),  7.06  (d,  2H,  3J=8.7 Hz,  C2,6‐H  phenoxy),  7.18  (d,  2H, 
3J=8.7 Hz,  4‐fluorobenzamide),  7.42  (d,  2H,  3J=8.7 Hz,  C3,5‐H  phenoxy),  7.86‐7.88  (m,  2H,  4‐
fluorobenzamide), 13C‐NMR (150.95 MHz, methanol‐d4): δ (ppm) 22.74 (C4‐Pip), 24.09 (2C, C3,5‐
















(ppm) 1.44‐1.52  (m, 1H, C4‐H Pip), 1.69‐1.83  (m, 8H, CH2 Pip,  ‐NHCH2CH2CH2CH2NHCO‐), 1.91‐
1.93  (m, 2H, CH2 Pip), 2.19  (m, 2H  ‐3J=6.0 Hz,  3J=12.4 Hz,  ‐OCH2CH2CH2), 2.88‐2.93  (m, C2/6‐H 
Pip), 2.96‐2.97 (m, 0.5H, ‐NHCH2CH2CH2CH2NHCO‐), 3.09‐3.12 (m, 2H, ‐NHCH2CH2CH2CH2NHCO‐), 
3.22‐3.24  (m, 2H,  ‐OCH2CH2CH2‐), 4.4‐ 3.44  (m, 4H, C2/6‐H Pip,  ‐NHCH2CH2CH2NHCO‐), 4.14  (t, 
1H,  3J=5.8 Hz,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 4.2  (s, 2H, Pip‐CH2), 7.03  (d, 2H,  3J=8.7 Hz, C2,6‐H phenoxy), 
7.18 (d, 2H, 3J=8.8 Hz, 4‐Fluorobenzamide), 7.41 (d, 2H, 3J=8.7 Hz, C3,5‐H phenoxy),7.86‐7.88 (m, 
2H, 4‐Fluorobenzamide); 13C‐NMR (150.95 MHz, methanol‐d4): δ (ppm) 22.74 (C4‐Pip), 24.08 (2C, 
C3,5‐Pip),  24.57+25.57  (‐NH‐CH2CH2CH2CH2NHCO‐),  27.19  (C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐),  27.63  (‐NH‐
CH2CH2CH2CH2NHCO‐),  39.94  +  40.03  (‐NH‐CH2CH2CH2CH2NHCO‐),  46.52  (C,  ‐OCH2CH2CH2NH‐), 
49.58  (‐NH‐CH2CH2CH2CH2NHCO‐),  53.69  (2C,  C2,6‐Pip),  61.22  (Pip‐CH2),  66.21  
(‐OCH2CH2CH2NH‐), 116.13+ 116.34  (116.48)  (2C C2,6‐phenoxy, 2C 4‐fluorobenzamide), 122.68 
(q, C4‐phenoxy), 130.81 (2C 4‐fluorobenzamide), 131.89 (q), 133.92 (2C, C3,5 phenoxy), 161.3 (q, 
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tent  ligands  are  bearing  fluorophores  such  as 
NBD, Dansyl, TAMRA or cyanoisoindoles  (Figure 
8.1)1‐4. Compounds related to ABT‐239 5‐7 and (3‐
phenoxypropyl)piperidine  derivatives  were  em‐
ployed  as  building  blocks.  To  the  best  of  our 
knowledge  no  H3R  fluorescent  ligands  emitting 
at wavelengths  above  600  nm  are  reported  in 




ity.  For  this  purpose  we  used  the  new  H3R 
ligands  described  in  chapter  7  and  coupled  them  to  cyanine,  bodipy  and  pyrylium  (Py)  dyes 













red  (see chapter 7). Preparative HPLC,  followed by  lyophilisation afforded  the products as  red 
semi  solids. H3R  ligands were  coupled  to  cyanine dyes, Bodipy and  carboxyfluorescein via  the 
active esters of the fluorescent dyes resulting in the corresponding amides. 
 
The  coupling  reactions with  succinimidyl esters were performed overnight at  rt  in an organic 
solvent (mainly MeCN or MeOH) at a pH of 8‐9 under light protection. Purification was done by 
preparative HPLC,  followed by  lyophilisation  to give  the products as colored semi solids  (sche‐
matic reactions see chapter 6).  
Compounds 7.6, 7.8 and 7.9 were coupled  to a  range of different  fluorophores  (Scheme 8.1), 









Compd.  X  Fluorophore Compd. X Fluorophore
8.1    S0536 8.5   5‐SFX
8.2    S0536 8.6   Py5 
8.3    Dy675 8.7 ‐ Py1 






The fluorescent H3R  ligands were  investigated for H3R antagonism versus histamine  in a steady 
state GTPase assay on Sf9 cell membranes expressing the hH3R plus Giα2, β1γ2 and RGS48. More‐
over, H3R binding was determined on HEK293‐FLAG‐hH3R‐His6 cells. The results are summarized 
in  Table  8.1.  Histamine  stimulated  GTP  hydrolysis was  inhibited  by  all  test  compounds  (Kb’‐
values: 5.8  ‐123 nM), except  for compound 8.5  (Kb’ > 1900 nM). Thus, except  for carboxyfluo‐
rescein, all fluorophores were tolerated. Inverse H3R agonism was detected, mostly with intrinsic 
activities slightly higher than that of thioperamide and in the same range as that of JNJ5207852. 
Only  the  squaramides  and  compound  8.12  showed  lower  inverse  agonism  (intrinsic  activities 







Compd.  Fluorophore Compd.  Fluorophore
8.9  S0535  8.11  S0535





















  Kb’ [nM]  Emax  Ki (KD) [nM] 
Histamine   EC50 25± 3b  1.00  ‐ 
[3H]NAMH  ‐  ‐  (5.1)d 
JNJ5207852  4.3 ± 0.6  ‐0.88 ± 0.12  2.3 
Thioperamide  97 ± 18  ‐0.66 ± 0.1  n.d. 
8.1  21 ± 10  ‐1.03 ± 0.14  11 ± 2 
8.2  22 ± 18  ‐0.98 ± 0.14  13 ± 2 
8.3  5.8 ± 0.5  ‐0.9 ± 0.25  22 ± 1 
8.4  6.4 ± 1.2  ‐0.85 ± 0.26  7.2 ± 1 
8.5  1956 ± 763  ‐0.85 ± 0.15  963 ± 1 30 
8.6  34 ± 14  ‐0.91 ± 0.29  9.2 ± 0.0 
8.7  15 ± 6  ‐0.9 ± 0.27  4.2 ± 1.5 
8.8  123 ± 36  ‐0.8  531 ± 58 
8.9  51 ± 14  ‐0.25 ± 0.02  232 ± 54 
8.10  54 ± 6  n.d.  239 ± 66 
8.11  42 ± 27  ‐0.26 ± 0.02  33 ± 13 
8.12  36 ± 4  ‐0.26 ± 0.03  100 ± 42 
























and  8.12  had weak  inverse  agonistic  efficacies  (‐0.22  and  ‐0.18).  As  expected  these  ligands 
























  Kb’ [nM]  Emax   Kb’  [nM]   Ki (KD) [nM] 
Histamine  EC50 990 ± 92c  1.00  EC50 12 ± 3d   
[3H]UR‐PI294  ‐  ‐  ‐  (7.5) 
8.1   >4000  0.03 ±0.07  5621 ± 2448  1431 
8.2   1249 ±130  ‐0.05 ±0.07  >10000  1845 
8.3   675 ±18  ‐0.1 ±0.02  >2000  n.d 
8.4   717 ±167  ‐0.14 ±0.02  436 ±109  4349 
8.5   2583 ±246  ‐0.03 ±0.03  >5000  n.d 
8.6   2933 ±1569  ‐0.14 ±0.0  5395 ± 1693  >5000 
8.7   2322±1413  ‐0.1 ±0.01  >10000  >5000 
8.8   >2000  ‐0.22 ± 0.03  3684 ±392  >2500 
8.9   265 ±113  ‐0.21 ± 0.00  2457  >2500 
8.10   156 ±31  ‐0.20 ± 0.00  1063  n.d 
8.11   >2000  ‐0.18 ± 0.08  879  >2500 
8.12   580 ±169  ‐0.24 ± 0.01  >10000  n.d 
a steady  state GTPase  assay on  Sf9  cell membranes;  concentrations of  ligands: 1 nM  ‐ 100 µM;  typical 
GTPase activities (stimulation with 100 nM HIS (hH4R ), stimulation with 1 µM HIS (hH2R): 2.5‐6.0 pmol x 









Quantum yield determination, emission and excitation spectra  for selected  fluorescent  ligands 
were recorded in three solutions as described in chapter 6. In case of the cyanine, bodipy and Py 
dyes the fluorescence properties were not remarkably influenced by the nature of the attached 













Compd  (Dye)  PBS  PBS+ 1 % BSA 
 
EtOH 
    λex/ λem  Φ [%]  λex/ λem  Φ [%]  λex/ λem  Φ [%] 
8.1  S0536  644/668  14 ± 1  664/670  34  650/670  29 ± 2 
8.3  Dy675  675/702  31 ± 2  675/703  26 ± 3  675/700  10 ± 1 
8.4  “Bodipy”  652/665  21 ± 4  659/ 669  36 ± 3  600/669  37 ± 10 
8.6  Py5  455/705  11 ± 8   530/ 637  25 ± 4  500/700  10 ± 5 
8.7  Py1  459/646  1 ± 0.2  531/605  27 ± 1  511/625  1.5 
8.8  S0535  645/666  17 ± 2  662/686  58 ± 7  600/665  39 ± 19 
8.11  S0535  647/683  17 ± 2  666/675  55 ± 5  669/694  48 ± 6 












8.2  (with S0536 as  fluorescent dye) and  for 8.6  (Py5  labelled; data  see Table 8.4). The deter‐
mined  KD‐values were  in  agreement with  data  from  radioligand  binding  and  from  functional 
GTPase assays. In the case of 8.3, 8.4 and 8.7 no KD‐values were calculated as the percentage of 
unspecific binding exceeded specific binding. Obviously, the applicability of  the  ligands  to  flow 
cytometry does not mainly depend on  the  fluorescent dye used  for  labelling. Cyanine dyes as 
well as Py dyes proved  to be useful  to obtain  suitable  fluorescent probes. As an example  the 
saturation binding curve of compound 8.6 is depicted in Figure 8.2. 
c (8.6) [nM]
































(mean  values  ±  S.E.M,  n=3),  unspe‐
cific binding determined  in the pres‐





















Images were also acquired  for  compounds 8.3  and 8.4, despite  the  lack of  specific binding  in 
flow cytometry. For ligand 8.4 binding was detected at a concentration of 10 nM, but the incu‐
bation period had to be extended, and the compound was taken up by the cells. A similar effect 


































































The  phenoxyalkyl‐substituted  piperidine  ring  (in  blue,  see  Figure  8.5)  in  JNJ5207852 was  re‐
placed with  an  amino  group  or  an  aminoalkyl  residue 
allowing for coupling of these new H3R receptor  ligands 










already  observed  for  H2R  ligands,  carboxyfluorescein‐labeled  compounds were  not  suited  as 
pharmacological  tools due  to  low  receptor  affinity  and unfavourable  fluorescence properties. 
Fluorescent  squaramide  derivatives  turned  out  to  be  combined  H2R/H3R  antagonists,  as  ex‐
pected  from  the selectivity data of  the precursor. Thus,  the nature of  the  fluorophore did not 
change  the  selectivity profile of  this  kind of  ligands.  The observation  that  ligands  coupled  to 
bodipy dyes were taken up by the cells and displayed  lower receptor subtype selectivity (here: 
towards the H4R) was evident in this series of compounds as well as the example of the squara‐
mide  type H2R  fluorescent  ligands. S0536  labeled  (8.1, 8.2) and  the Py5  coupled  ligands  (8.6) 
proved to be suitable as pharmacological tools in flow cytometry. These compounds displayed a 
high degree  of  specific binding  at  concentrations  in  the  range  of  the  KD‐value.  This was  con‐
firmed for compound 8.2 by confocal microscopy.  
8.5 Summary and conclusion 
The aim  to synthesize new  fluorescent H3R  ligands with high affinity and selectivity versus  the 
other receptor subtypes resulted in potent H3R antagonists. Three ligands, 8.1, 8.2 and 8.6 were 
succesfully applied in fluorescence based methods, i. e. in flow cytometry (8.1, 8.2 and 8.6) and 


















necessary  to prevent protonation of  the  amino  group, which would  impair  the  reaction.  The 
succinimidyl esters of the fluorescent dyes (1 eq) were dissolved in 0.5‐1.5 ml of the appropriate 












































































































































































































































nine, bodipy and pyrylium  (Py) dyes. Examples of  the most potent compounds  (Kb’ ‐values 20  ‐ 
200 nM) were successfully applied in confocal microscopy and flow cytometric equilibrium bind‐
ing studies (saturation and competition binding). 





spacers, aminopiperidines,  squaramides, 4‐F‐benzoic and propionic acid  residues were  carried 
out. Most of these variations were tolerated. The p‐F‐benzamide derivative turned out to be a 
highly potent H3R antagonist (Kb’ 5.2 nM) and a promising lead compound for the development 
of potential PET  ligands. The squaramides were  found  to be only moderately selective  for  the 
H3R over  the H2R.  Inversely,  reduced  selectivity was also characteristic of  squaramide‐typ H2R 
antagonists. Thus, the squaramide residue was  identified as a moiety confering affinity to both 
histamine  receptors and accounting  for  the  loss of selectivity. Coupling of  fluorophores  to  the 
primary  amine  residues  of  the  new H3R  antagonists  resulted  in  fluorescent  compounds with 
partly  increased activity at  the  receptor compared  to  the parent compound. Among  the most 
potent ones (Kb’ 5 ‐ 20 nM) selected candidates proved to be suitable for the determination of 
H3R binding constants by flow cytometry and for application in confocal microscopy. 
In  conclusion,  the  structural  modifications  of  the  piperidinomethylphenoxyalkylamine  motif 
provided potent H2R and H3R antagonists and new insights into structure‐activity and structure‐
selectivity  relationships.  In  principle,  the  new  fluorescent  probes  enable  fluorescence  based 
investigations to  identify new H2R or H3R  ligands. They are useful tools for more detailed phar‐
macological investigations and for the detection of the receptor subtypes on cells and in tissues. 
























Histamine  1.0  12 ± 3  1.0 
Thioperamide  ‐0.01    ‐0.61 ± 0.03 
JNJ5207852  ‐0.02 ± 0.01  No activity  ‐0.09 ± 0.05 
Mepyramine  ‐0.06 ± 0.01  n.d.  ‐0.06 
JNJ77777  n.d.  16 ± 5  ‐0.05 
3.5  0.019 ± 0.01  > 1000  ‐0.09 ± 0.02 
3.6  ‐0.05 ± 0.00  > 1000  ‐0.16 ± 0.04 
3.7  ‐0.04 ± 0.02  n.d.  ‐0.01 ± 0.02 
3.8  0.041 ± 0.06  n.d.  ‐0.08 ± 0.04 
3.9  0.02 ± 0.02  n.d.  0.00 
3.10  ‐0.03 ± 0.01  n.d.  0.133 ± 0.04 
3.11  ‐0.04 ± 0.02  n.d.  0.0 
3.12  ‐0.2 ± 0.01  n.d.  ‐0.07 
3.13  ‐0.03 ± 0.00  No activity  ‐0.12 
3.14  ‐0.07 ± 0.03  n.d.  0.2 ± 0.05 
3.15  ‐0.12 ± 0.16  n.d.  ‐0.28 ± 0.13 
3.16  ‐0.04 ± 0.1  > 1000  ‐0.12 
3.24  0.05  n.d.  n.d. 
3.28  0.01 ± 0.01  No activity  0.00 
4.3  ‐0.13 ± 0.01  No activity  ‐0.28 ± 0.03 
4.4  ‐0.011 ± 0.008  n.d.  ‐0.1 
4.5  0.032 ± 0.022  n.d.  ‐0.15 ± 0.03 
4.6  ‐0.039 ± 0.02  n.d.  ‐0.12 ± 0.04 
4.7  ‐0.034 ± 0.023  n.d.  ‐0.07 ± 0.05 
4.8  0.022 ± 0.025  n.d.  ‐0.123 
5.2  ‐0.03 ± 0.04  > 5000  0.004 
5.4  0.002  n.d.  0.052 
5.5  0.02  n.d.  ‐0.048 ± 0.07 
5.6  ‐0.32 ± 0.01  n.d.  0.03 ± 0.02 
5.7  ‐0.018 ± 0.018  n.d.  ‐0.04 
5.8  0.13 ± 0.13  n.d.  0.007 ± 0.06 
5.9  0.02 ± 0.01  n.d.  ‐0.16 ± 0.02 
5.10  0.031 ± 0.035  No activity  0.042 ± 0.048 







6.1  ‐0.05 ±0.03  > 5000  ‐0.21 ± 0.01 
6.2  ‐0.07 ± 0.05  n.d.  ‐0.1 
6.3  ‐0.04 ± 0.02  n.d.  ‐0.1 
6.4  ‐0.8 ± 0.03  > 1000  ‐0.4 
6.5  ‐0.13 ± 0.08  > 3000  ‐0.2 
6.6  0.05  > 5000  ‐0.3 
6.7  ‐0.13 ± 0.05  > 5000  ‐0.13 
6.8  ‐0.29 ± 0.04  n.d.  n.d 
6.9  ‐0.03 ± 0.01  > 2000  ‐0.19 ± 0.08 
6.10  ‐0.03 ± 0.00  > 10000  ‐0.2 ± 0.14 
6.11  ‐0.01 ± 0.05  > 10000  ‐0.09 ± 0.05 
6.12  ‐0.06 ± 0.03  > 5000  ‐0.32 ± 0.27 
6.13  ‐0.07 ± 0.1  > 5000  ‐0.04 ± 0.04 
6.14  ‐0.02 ± 0.004  > 2000  ‐0.2 ± 0.1 
6.15  ‐0.06 ± 0.01  > 2000  ‐0.2 ± 0.13 
6.16  ‐0.05 ± 0.01  n.d.  ‐0.022 ± 0.06 
6.17  ‐0.02 ± 0.02  > 2000  ‐0.18 ± 0.18 
6.18  ‐0.03 ± 0.02  632 ± 107  ‐0.1 
6.19  ‐0.03 ± 0.03  449  ‐0.1 ± 0.01 
6.20  n.d.  n.d.  ‐0.07 ± 0.08 
6.21  ‐0.07  > 5000  ‐0.05 
6.22  ‐0.08 ± 0.04  > 5000  ‐0.3 
6.23  ‐0.07 ± 0.00  > 5000  ‐0.2 ± 0.07 
6.24  ‐0.02 ± 0.03  > 5000  ‐0.27 ± 0.06 
6.26  0.0 ± 0.05  n.d.  ‐0.03 
6.27  ‐0.03 ± 0.04  n.d.  ‐0.03 
6.28  ‐0.08 ± 0.01  > 5000  ‐0.6 
6.29  ‐0.04 ± 0.04  n.d.  n.d. 
7.6  ‐0.09  > 3000  ‐0.04 ± 0.34 
7.7  ‐0.04 ± 0.02  > 10000  ‐0.05 ± 0.05 
7.8  ‐0.06 ± 0.01  > 1000  0.05 ± 0.0 
7.9  ‐0.04 ± 0.04  > 1000  ‐0.05 ± 0.34 
7.10  ‐0.01 ± 0.02  > 2000  ‐0.13 
7.11  0.00 ± 0.03  > 2000  n.d. 
7.12  0.06 ± 0.02  > 2000  ‐0.09 
7.13  0.004 ± 0.01  > 2000  ‐0.18 
7.16  ‐0.02 ± 0.02  > 1000  ‐0.07 ± 0.0 
8.1  ‐0.05 ± 0.04  > 3000  ‐0.13 ± 0.01 
8.2  ‐0.06 ± 0.05  > 5000  ‐0.05 ± 0.03 
8.3  ‐0.08 ± 0.01  > 2000  ‐0.31 ± 0.17 
8.4  ‐0.06 ± 0.03  436 ± 10  ‐0.32 ± 0.2 
8.5  0.01 ± 0.00  > 5000  ‐0.1 ± 0.07 





8.7  ‐0.042 ± 0.04  > 10000  ‐0.29 ± 0.18 
8.8  0.001  3684 ± 392  ‐0.12 ± 0.18 
8.9  ‐0.05 ± 0.03  > 2000  ‐0.36 ± 0.12 
8.10  ‐0.05  > 1000  ‐0.4 ± 0.1 
8.11  0.08  > 1000  ‐0.46 ± 0.14 






















3.5  > 150  5.2  > 100 
3.6  75  5.4  39 
3.7  81  5.5  100 
3.8  > 30  5.6  > 100 
3.9  > 100  5.7  > 100 
3.10  > 100  5.8  > 100 
3.11  > 100  5.9  > 100 
3.12  > 100  5.10  > 100 
3.13  > 100  5.11  34 
3.14  35  7.6  > 50 
3.15  >10   7.7  > 50 
3.24  >50  7.8  > 50 
3.28  48  7.9  > 50 
4.3  > 5  7.11  28 
4.4  > 50  7.10  > 100 
4.5  > 100  7.12  >50 
4.6  > 50  7.13  3.6 
4.7   25  7.16  > 50 































       KD = 44 +/- 14 nM
 
KD = 276 +/- 72 nM
c (6.8) [nM]














































KD   = 351+/- 8 nM
 
Figure 10.1:  Saturation binding of 6.5 
on  HEK293‐hH2R‐qs5‐HA  cells  (mean 
values  ±  S.E.M,  n=3),  unspecific  bind‐




on  HEK293  ‐hH2R‐qs5‐HA  cells  (mean 
values  ±  S.E.M,  n=3),  unspecific  bind‐




on  HEK293‐hH2R‐qs5‐HA  cells  (mean 
values  ±  S.E.M,  n=3),  unspecific  bind‐















































on  HEK293‐hH2R‐qs5‐HA  cells  (mean 
values  ±  S.E.M,  n=3),  unspecific  bind‐
ing  determined  in  the  presence  of 
famotidine (c final: 30 µM), incubation 
time: 37 min, rt 
230  Chapter 10 
 
F1 
 
Total binding of 6.5 (c: 100nM), 25 min
F2 
 
Unspecific binding of 6.5 (c: 100nM), 
+ 10 µM famotidine, 28 min 
Figure 10.6: Binding of 6.5 to the H2R expressed in HEK293 FLAG‐hH2R‐His6 cells; cells were incubated in 
Leibovitz culture medium with 1 % FCS for 30 min at 37 °C; C‐Apochromat 40x/1.2W, 633 nm/LP650 (pin‐
hole 90 µm 
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